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M.  Mycoplasma 

mL Milliliter  

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion)  

spp.  species pluralis  

µm Mikrometer  

rDNS / rDNA ribosomale Deoxyribonukleinsäure / ribosomal deoxyribonucleic acid 

RNS / RNA Ribonukleinsäure / ribonucleic acid  
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1. EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG 

Infektionen mit hämotrophen Mykoplasmen sind bereits seit über 90 Jahren bekannt 

(DOYLE 1932). Aktuell werden drei porzine Spezies dieser nicht kultivierbaren 

Bakterien unterschieden, Mycoplasma (M.) suis, M. parvum (SPLITTER 1950a) sowie 

`Candidatus (Ca.) Mycoplasma haemosuis` (FU et al. 2017).  

Mycoplasma suis ist in der Lage, sowohl akut verlaufende, schwerwiegende klinische 

Erkrankungen als auch subklinische Infektionen auszulösen, wobei insbesondere die 

subklinischen Verläufe zu wirtschaftlichen Verlusten in der Schweinehaltung führen 

können (SPLITTER 1950b; HEINRITZI 1989; HOELZLE et al. 2014; STADLER et al. 

2014; PETRI et al. 2020). Für die neu beschriebene Spezies `Ca. M. haemosuis` 

wurden in ersten Untersuchungen ähnliche Eigenschaften beschrieben (FU et al. 

2017; SEO et al. 2019; STADLER et al. 2020; ADE et al. 2022b). Beide Spezies sind 

außerdem epidemiologisch untersucht, weshalb von einer weltweiten Verbreitung 

ausgegangen werden kann (GUIMARAES et al. 2007; RITZMANN et al. 2009; FU et 

al. 2017; GATTO et al. 2019; MARTINS et al. 2019; SEO et al. 2019; STADLER et al. 

2019; BRISSONNIER et al. 2020; ADE et al. 2022b; THONGMEESEE et al. 2022).  

Im Gegensatz zu M. suis und ̀ Ca. M. haemosuis` ist die Bedeutung von M. parvum für 

die Tiergesundheit sowie für die Ökonomie der Schweineproduktion weitgehend 

ungeklärt. Jahrelang wurde angenommen, dass es sich bei M. parvum um ein für 

Schweine apathogenes Agens handelt (SPLITTER 1950a; DO NASCIMENTO et al. 

2014). Jedoch gab es in jüngster Zeit Berichte über mögliche Zusammenhänge zu 

klinischen Symptomen (mündliche Mitteilung Dr. Lukas Schwarz, Universitätsklinik für 

Schweine, Veterinärmedizinische Universität Wien (SCHWARZ 2023)) sowie über 

negative Auswirkungen von subklinischen M. parvum Infektionen auf 

Leistungsparameter in Schweinebeständen (PETRI et al. 2020; SONALIO et al. 2021). 

Seit der ersten Beschreibung von M. parvum gibt es nur wenige Studien, die sich mit 

diesem Bakterium befassen. Dies betrifft sowohl Untersuchungen zur Pathogenität als 

auch zu epidemiologischen Grundkenntnissen (SEAMER 1960; WATANABE et al. 

2012; DO NASCIMENTO et al. 2013; DO NASCIMENTO et al. 2014; FU et al. 2017; 

GATTO et al. 2019; SEO et al. 2019; SONALIO et al. 2021). Somit ist das Vorkommen 

von M. parvum in Deutschland unbekannt. 
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Eine weitere Problematik stellt die bislang fehlende verlässliche Diagnostik von 

M. parvum dar. Die als aktueller Standard geltenden, auf dem 16S rRNA Gen 

basierenden PCR Tests, können nicht ausreichend zwischen M. suis und M. parvum 

differenzieren (RAZIN et al. 1998; SONALIO et al. 2021).  

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine M. parvum-spezifische quantitative 

real-time PCR (qPCR) zu etablieren. Diese diente als Grundlage für den zweiten Teil 

der Arbeit, der Untersuchung des Vorkommens von M. parvum in Schweinen in 

Deutschland. Dabei wurden Blutproben von insgesamt 200 Mastschweinen, 60 Sauen 

und 183 Ebern aus Süddeutschland mittels der neuen qPCR quantitativ 

nachgewiesen. Außerdem wurde untersucht, inwieweit neben M. parvum Infektionen 

auch Ko-Infektionen mit den anderen porzinen hämotrophen Mykoplasmen, nämlich 

M. suis und `Ca. M. haemosuis` auftreten. Des Weiteren wurde das 16S rRNA 

Genfragment von insgesamt sieben der aus dieser Studie stammenden M. parvum 

Isolate sequenziert. Diese Sequenzen wurden anschließend untereinander und mit 

weiteren, in der NCBI GeneBank deponierten Sequenzen von M. parvum und anderen 

hämotrophen Mykoplasmenspezies phylogenetisch eingruppiert und verglichen. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Publikation, welche in der 

vorliegenden Arbeit eingebunden ist, verfasst (ADE et al. 2022a).  
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2. LITERATUR 

2.1 Hämotrophe Mykoplasmen  

2.1.1 Taxonomie  

Hämotrophe Mykoplasmen (HM), oftmals auch als Hämoplasmen bezeichnet, sind 

eine Gruppe nicht-kultivierbarer Bakterien, die ehemals zwei verschiedenen 

Gattungen zugeordnet wurden, nämlich Eperythrozoon und Haemobartonella 

(NEIMARK et al. 2001, 2002). Diese Genera wurden der Familie Anaplasmataceae, 

Ordnung Rickettsiales zugeordnet. Ab Beginn der 2000-er Jahre erfolgte aufgrund 

phylogenetischer Untersuchungen die Reklassifizierung der Bakterien zur Gruppe der 

Mykoplasmen (Ordnung Mycoplasmatales, Familie Mycoplasmataceae, Genus 

Mycoplasma) (RIKIHISA et al. 1997; NEIMARK et al. 2001, 2002; TASKER et al. 2003; 

MESSICK 2004; HOELZLE et al. 2011). Im phylogenetischen Stammbaum innerhalb 

der Gattung Mycoplasma lassen sich die hämotrophen Mykoplasmen phylogenetisch 

und taxonomisch in ein eigenes Cluster einordnen und sich somit von den anderen 

Spezies dieser Gattung, beispielsweise den Vertretern 

Mycoplasma (M.) hyopneumoniae, M. bovis oder M. pneumoniae, differenzieren 

(RIKIHISA et al. 1997; NEIMARK et al. 2001; MESSICK et al. 2002; NEIMARK et al. 

2002; TASKER et al. 2003; HICKS et al. 2014). Auch innerhalb des Clusters der 

hämotrophen Mykoplasmen lässt sich die ehemalige Unterscheidung der Genera 

Eperythrozoon und Haemobartonella durch Abgrenzung zweier Cluster noch erkennen 

(TASKER et al. 2003; PETERS et al. 2008). Insgesamt ist die Klassifizierung der 

hämotrophen Mykoplasmen jedoch nicht abgeschlossen und die Abgrenzung als 

eigene Gattung wird diskutiert (HICKS et al. 2014). GUPTA et al. haben in ihrer 

Publikation 2018 die Mykoplasmen-Taxonomie grundlegend überarbeitet und die 

Gruppe der hämotrophen Mykoplasmen als eigene Gattung definiert, die wieder 

Eperythrozoon heißen soll. Diese soll dann sowohl einer neuen Familie 

(Mycoplasmoidaceae) als auch einer neuen Ordnung (Mycoplasmoidales) zugeordnet 

werden (GUPTA et al. 2018). Diese Umbenennung und Reklassifizierung hat 

allerdings bislang keine praktische Berücksichtigung gefunden.  
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2.1.2 Mikrobiologie  

Hämotrophe Mykoplasmen sind, wie andere Mykoplasmenspezies, zellwandlose und 

außergewöhnlich kleine (i. d. R. > 1 µm), pleomorphe Bakterien (MESSICK 2004). Das 

Genom dieser Bakterien besteht aus doppelsträngiger, zirkulär aufgebauter DNA und 

einer hohen Anzahl an hypothetischen Genen (OEHLERKING et al. 2011; DO 

NASCIMENTO et al. 2013; DO NASCIMENTO et al. 2014). Die Größe der Genome 

befinden sich im Bereich zwischen 564.395 Basenpaaren (bp) (M. parvum; DO 

NASCIMENTO et al. 2013) und 1.152.484 bp (M. haemofelis; BARKER et al. 2011;).  

Die Bezeichnung der Bakteriengruppe erlaubt Rückschlüsse auf ihre Lebensweise, 

nämlich dem Vorkommen im Blut verschiedener Säugetiere inklusive des Menschen 

(MESSICK 2004). Erstmals wurde ein Vertreter dieser Bakteriengruppe vor fast 100 

Jahren in Mäusen beschrieben (SCHILLING 1928). Die einzelnen HM Spezies gelten 

dabei als wirtsspezifisch, wobei bei vielen der zugehörige Wirt am Speziesnamen 

abgeleitet werden kann. So findet sich beispielsweise M. suis bei Schweinen 

(SPLITTER 1950a), M. ovis und `Ca. M. haemovis` bei Schafen (NEITZ 1934; 

HORNOK et al. 2009), M. haemofelis bei Katzen (CLARK 1942; FLINT und MOSS 

1953; FLINT et al. 1959; NEIMARK et al. 2001), sowie M. haemocanis bei Hunden 

(KIKUTH 1928; NEIMARK et al. 2001, 2002). Der humane Vertreter dieser 

Bakteriengruppe wird als `Ca. M. haemohominis` bezeichnet (STEER et al. 2011).  

Aufgrund der fehlenden Möglichkeit, hämotrophe Mykoplasmen im Labor zu 

kultivieren, erfolgt der Nachweis der Bakterien in aller Regel molekularbiologisch 

mittels PCR, wobei verschiedenste Spezies-spezifische und Spezies-übergreifende 

Protokolle veröffentlicht sind. Des Weiteren gibt es einige Publikationen zu 

serologischen Nachweisverfahren (HOELZLE et al. 2007b; WOLF-JÄCKEL et al. 

2010; LIU et al. 2012; ZHAO et al. 2017; ZHONGYANG et al. 2017).  

 

2.1.3 Medizinische und pathobiologische Eigenschaften  

Hämotrophe Mykoplasmen werden bei vielen Tieren mit dem Auftreten von 

fieberhaften Allgemeinerkrankungen sowie einer hämolytischen Anämie in Verbindung 

gebracht (MESSICK 2004). Aus diesen Gründen wird diese Erkrankung in den meisten 
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Fällen als „infektiöse Anämie“ bezeichnet. Am häufigsten und besten beschrieben ist 

hierbei die infektiöse Anämie bei Katzen und Schweinen (MESSICK 2004). Auf letztere 

wird in Kapitel 2.1.4 näher eingegangen.  

Trotz der in Kapitel 2.1.2 bereits angesprochenen Wirtsspezifität der hämotrophen 

Mykoplasmen ist ein Zoonosepotenzial immer wieder in Diskussion. Dies beruht auf 

einzelnen Nachweisen von verschiedenen hämotrophen Mykoplasmenspezies, 

inklusive der porzinen Spezies M. suis bei Menschen (PUNTARIC et al. 1986; 

DUARTE et al. 1992; DOS SANTOS et al. 2008; YUAN et al. 2009; BOSNIC et al. 

2010; SYKES et al. 2010; HUANG et al. 2012; MAGGI et al. 2013a; MAGGI et al. 

2013b). Des Weiteren wurde erst kürzlich die humane Spezies ̀ Ca. M. haemohominis` 

in Fledermäusen nachgewiesen, weshalb die Autoren dieser Publikation eine 

Übertragung dieser humanen Spezies zwischen Tier und Mensch diskutieren 

(DESCLOUX et al. 2020).  

Die genaue Pathogenese hämotropher Mykoplasmen ist nach wie vor weitgehend 

unbekannt, was auch den Ort der Erregervermehrung im Wirtstier betrifft. Studien zur 

Wirt-Erreger Interaktion beschränken sich auf die felinen und caninen HM Spezies 

sowie die porzine Spezies M. suis. Im Mittelpunkt bisheriger Erkenntnisse stehen die 

Adhäsion, teilweise auch die Invasion von Erythrozyten und deren Zerstörung. Diese 

äußert sich entsprechend als Anämie (GROEBEL et al. 2009; HOELZLE et al. 2014). 

Für die Adhäsion an Erythrozyten konnten für M. suis verschiedene putative 

Adhäsionsfaktoren identifiziert werden, wie z.B. das MSG1 oder die α-Enolase 

(HOELZLE et al. 2007b; SCHREINER et al. 2012; HOELZLE et al. 2014). Des 

Weiteren sind autoimmune Mechanismen in Form von IgM-Kälteagglutininen und 

autoreaktiver Antikörper vom IgG-Typ genauso bekannt wie eine Immunmodulation 

und Suppression. Allerdings müssen auch hier Interaktionsmechanismen noch weiter 

untersucht werden (BELLAMY et al. 1978; HENRY 1979; ZACHARY und SMITH 1985; 

ZULTY und KOCIBA 1990; SCHMIDT et al. 1992; JÜNGLING und ERHARD 1994; 

TASKER et al. 2009; FELDER et al. 2010; DO NASCIMENTO et al. 2018; MACK 

2019).  

Im Allgemeinen werden hämotrophe Mykoplasmen hämatogen übertragen. Nicht-

hämatogene Übertragungswege werden außerdem in einigen Publikationen diskutiert 

(WILLI et al. 2007; DEAN et al. 2008; DIETZ et al. 2014; ADE et al. 2021).  
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2.1.4 Hämotrophe Mykoplasmen bei Schweinen  

Mindestens drei verschiedene Spezies von hämotrophen Mykoplasmen kommen bei 

Schweinen vor: Mycoplasma suis (SPLITTER 1950a), Mycoplasma parvum 

(SPLITTER 1950a) und `Candidatus Mycoplasma haemosuis` (FU et al. 2017). Das 

Vorkommen einer vierten, noch unbenannten Spezies, wird in einer aktuellen 

Publikation diskutiert (THONGMEESEE et al. 2022).  

Mycoplasma suis ist als Verursacher der infektiösen Anämie der Schweine (IAP) schon 

sehr lange bekannt (SPLITTER 1950a, b; SPLITTER und WILLIAMSON 1950; 

HOELZLE et al. 2011; HOELZLE et al. 2014). Auch die 2017 erstmals beschriebene 

Spezies `Ca. M. haemosuis´ scheint in der Lage zu sein, IAP bzw. IAP-ähnliche 

Erkrankungen auszulösen, wobei der Nachweis in Form einer experimentellen 

Infektion noch ausstehend ist (FU et al. 2017; STADLER et al. 2020). M. parvum gilt 

bislang nicht als Auslöser einer klinisch apparenten Erkrankung, worauf in Kapitel 2.2.3 

genauer eingegangen wird.  

Die infektiöse Anämie der Schweine kann akut oder chronisch verlaufen und prinzipiell 

alle Altersklassen betreffen (HENRY 1979; MESSICK 2004; HOELZLE et al. 2011). 

Das hauptsächliche Merkmal der akuten Form ist eine hämolytische Anämie, die sich 

klinisch durch Fieber und Ikterus äußert (PRESTON und GREVE 1965; STADLER et 

al. 2014; STADLER et al. 2021). Weitere klinische Zeichen können Zyanosen und 

Nekrosen an den Ohren und Akren sein (PRESTON und GREVE 1965; HENRY 1979; 

HEINRITZI 1990). Außerdem tritt oftmals eine Hypoglykämie auf (ZACHARY und 

SMITH 1985; STADLER et al. 2014).  

Makroskopisch und mikroskopisch können Anzeichen einer gestörten Blutgerinnung 

und disseminierten intravasalen Koagulopathie sowie Endothelzellschäden 

beobachtet werden (PLANK und HEINRITZI 1990; SOKOLI et al. 2013; STADLER et 

al. 2021). Diese klinischen Anzeichen sind jener der Schweinepest sehr ähnlich 

(KORN und MUSSGAY 1968).  

Abbildung 1 zeigt typisch zu beobachtende Veränderungen an den Ohren bei von der 

akuten Form der infektiösen Anämie betroffener Tiere, wobei im linken Bild (A) eine 

Nekrose an der Ohrspitze eines mit M. suis infizierten Schweines zu sehen ist 
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(HEINRITZI 1990), im rechten Bild subkutane Hämorrhagien von einem mit 

`Ca. M. haemosuis` infizierten Tieres (STADLER et al. 2020).  

 

 

Abbildung 1: Veränderungen an den Ohren bei von infektiöser Anämie betroffener Schweine. A: 
Nekrose an der Ohrspitze eines M. suis infizierten Schweines (HEINRITZI 1990); B: subkutane 
Hämorrhagien eines mit `Ca. M. haemosuis` infizierten Schweines (STADLER et al. 2020).  

 

Gut erkennbare ikterische Veränderungen im Zusammenhang mit der akuten Form der 

infektiösen Anämie sind in Abbildung 2 dargestellt. Dabei ist auf dem linken Bild (A) die gelblich 

gefärbte Sklera eines mit `Ca. M. haemosuis` infizierten Tieres, auf dem rechten Bild (B) die 

Innenwand einer gelblich verfärbten Aorta eines ebenfalls mit `Ca. M. haemosuis` infizierten 

Tieres zu sehen (STADLER et al. 2020, die Bilder sind nicht in der Publikation veröffentlicht).  

A B 
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Abbildung 2: Ikterische Veränderungen der Skleren (A) und der Aorta (B) bei einem mit 
`Ca. M. haemosuis` infizierten Tier (STADLER et al. 2020) (Bilder nicht in der Publikation veröffentlicht).  

 

Die akute IAP kann tödlich verlaufen und tritt überwiegend als individuelles Ereignis 

nach Stresssituationen oder im Zuge von experimentellen Infektionen in 

splenektomierten Schweinen auf (SPLITTER 1950a; HENRY 1979; HENDERSON et 

al. 1997; STADLER et al. 2014; STADLER et al. 2021). Durch das Fehlen der Milz 

kommt es zu einer schnelleren Progression, da befallene Erythrozyten weniger effektiv 

aus dem Blutkreislauf entfernt werden können (SCHILLING 1928; HEINRITZI 1984; 

STADLER et al. 2014). Die chronische Form hingegen kommt häufiger als die akute 

Form der IAP vor und hat einen hohen ökonomischen Stellenwert (HEINRITZI 1989; 

HOELZLE et al. 2011). Sichtbare Zeichen hierbei sind mildere Formen des 

Krankheitsverlaufs wie eine geringgradige Anämie, leichte Zyanosen und Nekrosen 

sowie subkutane petechiale Blutungen. Außerdem kann es zu reduzierten 

Wachstums- und Reproduktionsleistungen sowie zur Modulation und Suppression des 

Immunsystems der Tiere kommen (HENRY 1979; ZACHARY und SMITH 1985; DO 

NASCIMENTO et al. 2018; MACK 2019; BRISSONNIER et al. 2020; PETRI et al. 

2020).  

 

Während das Vorkommen von M. suis umfangreich und weltweit beschrieben wurde, 

gibt es für die erst kürzlich beschriebene Spezies `Ca. M. haemosuis` bisher nur 

Nachweise in Asien und Deutschland (FU et al. 2017; SEO et al. 2019; ADE et al. 

2022b; THONGMEESEE et al. 2022). Auf die Verbreitung von M. parvum wird in 

Kapitel 2.2.5 gesondert und detailiert eingegangen.  

A B 



2. LITERATUR 
 

11 
 

Wie bei anderen hämotrophen Mykoplasmen erfolgt auch die Übertragung der 

porzinen Spezies blutgebunden, wobei sich die meisten der zugrunde legenden 

Studien mit der Übertragung von M. suis befassen. Für die hämatogene Übertragung 

kommen verschiedenste Wege, wie eine iatrogene Übertragung bei Impfungen und 

zootechnischen Maßnahmen, im Zuge von Rangkämpfen, sowie durch blutsaugende 

Arthropoden in Frage (JANSEN 1952; SEAMER 1960). Des Weiteren kommen 

vertikale Übertragungen vor (STADLER et al. 2019; ADE et al. 2022b). Blut-

unabhängige Übertragungswege, zum Beispiel über Speichel, Urin und Sperma 

wurden für die porzinen Spezies einige Male diskutiert, scheinen aber unter 

Feldbedingungen vernachlässigbar zu sein (DIETZ et al. 2014; ADE et al. 2021).  

Im Erkrankungsfall besteht die Therapie aus einer Antibiose, wobei hier in der Regel 

auf Tetrazykline zurückgeriffen wird (SEAMER 1960; STRAIT et al. 2012; STADLER 

et al. 2020). Unterstützend kann auch die Gabe von Analgetika und Glukose, um einer 

Hypoglylämie entgegenzuwirken, erfolgen (GROEBEL et al. 2009; STADLER et al. 

2014; STADLER et al. 2020).   
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2.2 Mycoplasma parvum  

2.2.1 Historie und Taxonomie 

Mycoplasma parvum wurde als Eperythrozoon parvum erstmals 1950, zeitgleich mit 

der ersten Publikation über Mycoplasma suis, von SPLITTER erwähnt. Bereits in 

dieser Publikation erfolgte eine mikroskopische und pathologische Differenzierung der 

beiden Spezies (SPLITTER 1950a). SPLITTER gibt jedoch an, die beiden 

Eperythrozoen bereits zuvor gemeinsam mit WILLIAMSON gesehen und beschrieben 

zu haben. Die Publikation von SPLITTER und WILLIAMSON wurde allerdings erst kurz 

nach jener von SPLITTER fertiggestellt und veröffentlicht (SPLITTER 1950a; 

SPLITTER und WILLIAMSON 1950). Auch Eperythrozoon parvum wurde letztendlich 

als Mycoplasma parvum reklassifiziert (WATANABE et al. 2011; DO NASCIMENTO et 

al. 2013; DO NASCIMENTO et al. 2014). Wie in Kapitel 2.1.1. beschrieben hat das 

Bestreben, die hämotrophen Mykoplasmen wieder als eigene Spezies abzugrenzen 

und als Eperythrozoon zu benennen (GUPTA et al. 2018), auch bei M. parvum noch 

keine praktische Umsetzung erfahren.  

Die nächste verwandte Spezies zu M. parvum ist M. suis. Beide sind sehr nah 

miteinander verwandt, sodass die 16S rDNA Sequenzen nahezu identisch sind 

(Identitäten >96%, ersichtlich durch den Vergleich publizierter Sequenzen mittels des 

NCBI Blast Tools). Somit ist eine Differenzierung der beiden Spezies mittels 16S rDNA 

PCR sehr schwierig (Vgl. Kapitel 2.2.4) (SONALIO et al. 2021).  

 

2.2.2 Spezielle Mikrobiologie und Genomik 

Mycoplasma parvum ist mit einem Durchmesser zwischen 0,2 – 0,8 µm auch für 

hämotrophe Mykoplasmen sehr klein (SPLITTER 1953; DO NASCIMENTO et al. 

2014). M. suis misst im Vergleich dazu durchschnittlich 0,8 – 1,0 µm, kann aber nach 

Angaben einiger Autoren auch bis zu 2,5 µm groß sein (SPLITTER 1953; 

POSPISCHIL und HOFFMANN 1982; LIEBICH und HEINRITZI 1992; DO 

NASCIMENTO et al. 2014). Typischerweise zeigen sich auch Zellen von M. parvum 

als pleomorph (kokkoid – stäbchenförmig) und sind in längeren oder kürzeren Ketten 

auf Erythrozyten zu finden (SPLITTER 1950a, 1953). Abbildung 3 zeigt eine aus drei 
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Zellen bestehende Kette von M. parvum an Erythrozyten in einem infizierten Schwein 

(DO NASCIMENTO et al. 2014). 

 

Abbildung 3: Drei aneinander liegende M. parvum Zellen (durch Pfeil markiert) zwischen zwei 
Erythrozyten in einem M. parvum infizierten Schwein (DO NASCIMENTO et al. 2014).  

 

Das Genom von M. parvum ist typischerweise zirkulär und besteht aus nur 564.395 

bp, womit es sogar kleiner als das der humanen, nicht-hämotrophen Spezies 

M. genitalium ist. Vor der Sequenzierung von M. parvum war man immer davon 

ausgegangen, M. genitalium besitze das kleinste Genom innerhalb der Mollicutes (DO 

NASCIMENTO et al. 2013; DO NASCIMENTO et al. 2014). Nach aktueller Taxonomie 

sind M. parvum und M. suis nächste Verwandte zueinander (WATANABE et al. 2011; 

DO NASCIMENTO et al. 2013). Insgesamt 77% der proteinkodierenden Sequenzen 

von M. parvum repräsentieren hypothetische Proteine, also solche mit noch 

unbekannter Funktion (DO NASCIMENTO et al. 2013). Interessanterweise zeigte der 

detaillierte Genomvergleich zwischen M. suis und M. parvum, dass beide Spezies alle 

Protein-kodierenden Sequenzen mit bekannter Funktion gemeinsam haben. 

Unterschiede bestehen demnach in den hypothetischen, unbekannten Proteinen, die 

somit auch für die unterschiedliche Pathogenität verantwortlich sein müssten (DO 

NASCIMENTO et al. 2013).  
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2.2.3 Klinik und Infektionsverlauf / Infektiologie 

Nach derzeitigem Wissensstand gilt M. parvum als nicht primär pathogen (SPLITTER 

1950a, 1953; DO NASCIMENTO et al. 2014). Schon SPLITTER erklärte in der 

erstmaligen Beschreibung von M. parvum, dass der Erreger im Gegensatz zu M. suis 

nur unter experimentellen Bedingungen nachweisbar sei (SPLITTER 1950a). Dieses 

Kapitel soll eine Übersicht über die wenigen verfügbaren Studien zur Beschreibung 

der Infektion sowie der klinischen Beschreibung von M. parvum in Schweinen geben.  

Viele Beobachtungen und Untersuchungen erfolgten dabei nach Splenektomie an 

bereits natürlich infizierten Schweinen, die daraufhin eine Bakteriämie entwickelten 

(SPLITTER 1950a; JANSEN 1952; JENNINGS und SEAMER 1956; DO 

NASCIMENTO et al. 2014). Während SPLITTER sowie auch JANSEN bei keinem der 

verwendeten Tiere klinische Anzeichen feststellen konnten, entwickelte in der Studie 

von JENNINGS eines von sieben infizierten Tieren eine geringgradige Anämie und 

Fieber. Das einzige in der Studie von DO NASCIMENTO verwendete Tier zeigte am 

Höhepunkt der Bakteriämie (1010 M. parvum Zellen pro mL Blut) eine leichte Erhöhung 

der Körpertemperatur. Auch der Hämatokrit dieses Tieres variierte, fiel aber nur 

einmalig leicht unter das untere Referenzniveau (DO NASCIMENTO et al. 2014).  

SEAMER untersuchte die Auswirkungen einer experimentellen Infektion von 

Absetzferkeln. Während bei den splenektomierten Tieren klinisch apparente 

Erkrankungen mit schwerer Anämie auftraten, waren die nicht-splenektomierten Tiere 

klinisch unauffällig geblieben. Die Erkrankung sprach auf eine Behandlung mit 

Oxytetrazyklin und Neoarsphenamin an (SEAMER 1960).  

Ein weiterer Hinweis auf klinische Erkrankungen durch M. parvum stammt von Dr. 

Lukas Schwarz (Universitätsklinik für Schweine, Veterinärmedizinische Universität 

Wien), der in Verbindung mit einer M. parvum Infektion Blässe bei einigen Tieren 

festgestellt hat (persönliche Mitteilung (SCHWARZ 2023)).  

PETRI und Mitarbeiter untersuchten 2020 den Zusammenhang zwischen dem 

Vorkommen hämotropher Mykoplasmen und den Tageszunahmen bei 

Mastschweinen, wobei beide Parameter negativ korreliert waren. In dieser Studie war 

M. parvum die dominierende Spezies (PETRI et al. 2020). Ähnlich hierzu konnten 

SONALIO und Mitarbeiter in ihrer Studie beobachten, dass die Anzahl der abgesetzten 
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Ferkel sowie das Schlachtgewicht beim Vorkommen von hämotrophen Mykoplasmen 

geringer waren. Auch in dieser Studie war M. parvum die dominierende Spezies vor 

M. suis (SONALIO et al. 2021). 

Ebenso wie die Klinik sind immunologische Grundlagen von M. parvum Infektionen 

kaum beschrieben. JANSEN führt die rasche Eliminierung einer natürlichen M. parvum 

Infektion, welche durch Splenektomie künstlich exazerbiert wurde, auf eine bereits 

vorhandene Immunität zurück (JANSEN 1952). SPLITTER beschreibt, dass Tiere mit 

einer vorhandenen Immunität gegen M. parvum sehr leicht empfänglich für M. suis 

sind, was auch auf den umgekehrten Fall zutrifft (SPLITTER 1953). Ob M. parvum in 

der Lage ist, das Immunsystem zu supprimieren und zu modulieren, wie es für M. suis 

beschrieben ist (ZACHARY und SMITH 1985; DO NASCIMENTO et al. 2018; MACK 

2019), wurde bislang nicht untersucht.  

In der Literatur sind Ko-Infektionen von M. parvum mit M. suis beschrieben (SPLITTER 

1950a, 1953; DIPEOLU et al. 1982; WATANABE et al. 2012). SPLITTER gibt an, dass 

bei Ko-Infektionen M. parvum durch M. suis verdrängt wird (SPLITTER 1950a, 1953).  

Für die Dynamik von M. parvum im Verlauf der Infektion gibt es einige 

Beschreibungen. SPLITTER gibt an, dass M. parvum Zellen in großer Anzahl auf 

einzelnen Erythrozyten akkumulieren, wobei die gesamte Anzahl betroffener 

Erythrozyten insgesamt gering ausfällt (SPLITTER 1950a). JANSEN beschreibt die 

Lokalisation von M. parvum auf und zwischen einzelnen Erythrozyten (JANSEN 1952). 

Ein intrazelluläres Vorkommen, wie es für M. suis beschrieben ist (GROEBEL et al. 

2009), ist bei M. parvum bislang nicht bekannt.  

 

2.2.4 Diagnostik 

Wie alle hämotrophen Mykoplasmen gilt auch M. parvum als nicht kultivierbar. Im 

letzten Jahrhundert wurde die Infektion daher ausschließlich mikroskopisch 

diagnostiziert. SPLITTER gibt dabei an, M. parvum und M. suis aufgrund der 

unterschiedlichen Größe und Morphologie voneinander differenzieren zu können. 

M. parvum ist, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, kleiner als M. suis und erscheint 
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kokkoid, während M. suis laut Angaben des Autors eher ein diskusförmiges Aussehen 

aufweist (SPLITTER 1953).  

Neben der Mikroskopie konnte M. parvum im prä-PCR Zeitalter auch über dessen 

kaum vorhandene Pathogenität, der relativ längeren Inkubationszeit bei 

experimentellen Infektionen, sowie dessen Filtrierbarkeit von M. suis unterschieden 

werden (SPLITTER 1953).  

Die Etablierung der Polymerase-Kettenreaktionen hat den Nachweis von hämotrophen 

Mykoplasmen stark vereinfacht und ermöglicht eine schnelle und sensitive Diagnostik. 

Dabei werden in aller Regel Primer verwendet, welche das 16S rRNA Gen der 

hämotrophen Mykoplasmen nachweisen (FU et al. 2017; SEO et al. 2019; PETRI et 

al. 2020; SONALIO et al. 2021; SANTANA et al. 2022; THONGMEESEE et al. 2022).  

Bisher wurden zwei PCRs publiziert, die M. parvum nachweisen und entweder auf 

Basis des 16S rRNA Gens oder auf Basis des 23S rRNA M. suis und M. parvum 

differenzieren sollen (WATANABE et al. 2011; WATANABE et al. 2012; SONALIO et 

al. 2021). Jedoch ist es durch die enge Verwandtschaft von M. parvum und M. suis 

schwer bis nicht möglich, die beiden Spezies mittels dieser PCRs voneinander zu 

differenzieren. Hierfür sind zumindest für die 16S rDNA Amplifikate Sequenzierungen 

notwendig (SONALIO et al. 2021).  

 

2.2.5 Epidemiologie  

Für Mycoplasma parvum sind bislang nur sehr wenige epidemiologische Daten 

verfügbar. Die meisten Publikationen zum Vorkommen des Bakteriums in 

Hausschweinen sind auf Einzelfallberichte zurückzuführen. Solche sind aus Europa 

(Niederlande (UILENBERG et al. 1981); Großbritannien (JENNINGS und SEAMER 

1956)), aus Amerika (USA (SPLITTER 1950a; DO NASCIMENTO et al. 2013; DO 

NASCIMENTO et al. 2014); Brasilien (GATTO et al. 2019; PETRI et al. 2020)), sowie 

aus Asien (China (FU et al. 2017); Japan (WATANABE et al. 2012); Südkorea (SEO 

et al. 2019); Thailand (THONGMEESEE et al. 2022)), und Afrika (Nigeria (DIPEOLU 

et al. 1982); Kenia (BARNETT 1963); Südafrika (JANSEN 1952)) bekannt.  
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Neben Einzelfallberichten gibt es HM Prävalenzstudien beim Schwein mit höheren 

Probenanzahlen, die auch M. parvum umfassen. Jedoch erfolgte in den 

Untersuchungen entweder keine Differenzierung zwischen den Spezies, oder die 

vorgenommene Differenzierung mittels Sequenzierung beinhaltete nur wenige der HM 

positiven Proben (FU et al. 2017; SEO et al. 2019; SONALIO et al. 2021; SANTANA 

et al. 2022; THONGMEESEE et al. 2022).  

Studien, die einen gewissen Umfang beprobter Tiere sowie eine eindeutige Diagnostik 

von M. parvum bieten sind sehr rar, und wurden bisher nur in Ländern außerhalb 

Europas durchgeführt (WATANABE et al. 2012; SEO et al. 2019). Die beiden hier 

bekannten Studien zeigten ein Vorkommen von M. parvum in beprobten Tieren 

zwischen 2,7% in Südkorea mit insgesamt 1867 beprobten Tieren (SEO et al. 2019) 

und 15,0% in Japan mit insgesamt 120 beprobten Tieren (WATANABE et al. 2012). 

Während in der Studie von SEO et al. alle Altersgruppen untersucht wurden, 

beschränkt sich die Studie von WATANABE et al. auf Mastschweine und Sauen.  

Eine kürzlich erschienene Studie aus Brasilien beschreibt außerdem das Auftreten von 

M. parvum in Wildschweinen (SANTANA et al. 2022).  
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Abstract: Mycoplasma (M.) parvum is a hemotrophic bacterium circulating in the blood of pigs but
is not considered a primary pathogen. Only a handful of studies dealing with this agent have been
published since its first description in 1951, and many issues, including epidemiology and the impact
of subclinical infections, are yet to be elucidated. This study aimed to establish a M. parvum specific
real-time PCR for its detection and quantification in porcine blood and the application of this assay to
obtain insights into the occurrence of M. parvum in German pigs. Furthermore, 16S rDNA amplicons
of M. parvum positive blood samples were phylogenetically analyzed using MEGA 11 software.
The established qPCR targeting the M. parvum glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase encoding
gene (gap) showed a lower detection limit of 10 gene copies per reaction and no cross-reactivity
within the specificity test. A total of 36.0% (n = 72) of the sampled fattening pigs, 25.0% (n = 15) of
the sows, and 4.37% (n = 8) of the boars tested M. parvum positive. The dendrogram showed the
typical allocation of the M. parvum isolates into the “haemominutum group” subgroup within the
hemotrophic Mycoplasma species. Both the novel established qPCR and the obtained epidemiological
data can serve as an important basis for future studies dealing with M. parvum.

Keywords: hemotrophic mycoplasmas; Mycoplasma parvum; quantitative PCR; phylogenetics

1. Introduction

Hemotrophic mycoplasmas (HMs), small cell-wall-less pathogens, are found on and in
erythrocytes in the blood of a wide range of mammalian hosts, including human beings [1–3].
Three porcine HM species are known so far: the two long-known species Mycoplasma suis
and Mycoplasma parvum [4] and the recently described species Candidatus (Ca.) Mycoplasma
haemosuis [5]. In addition, further porcine HM species or subspecies are suspected but not yet
confirmed [6]. In pigs, HM-induced diseases are complex and comprise a variety of clinical
signs. Mycoplasma suis and Ca. M. haemosuis can cause acute diseases that are characterized
by anemia, icterus, and high fever. All three HM species are known to induce chronic and
persistent infections with low-grade anemia or subclinical courses, effects on growth rates
as well as on fattening and reproduction performance [5,7–13]. Of all three porcine HM
species, M. parvum is considered the least pathogenic species. Only a few studies concerning
M. parvum have been published so far [14,15], including the experimental infection of one pig
to provide bacteria for sequencing purposes [16]. However, the long-term effects of chronic
and subclinical infections with M. parvum have not been studied so far. It therefore remains
undetermined whether immune-mediating effects are induced in the host during M. parvum
infection, as is known for M. suis [17]. Very little is also known about the prevalence of
M. parvum. The reason for this is that there are no M. parvum specific PCR assays available
so far. Evidence about the occurrence of M. parvum is obtained from studies investigating all
porcine HM species using cross-species PCR assays [5,6,18]. As HMs cannot yet be cultivated
in vitro, in the last two decades, specific molecular detection methods for HMs have proven
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to be the basic prerequisite to obtain insights into the epidemiology, species, and strain
differentiation, as well as into the clinical impact of HM infections [9,19–23]. The present
study first aimed to develop a specific real-time PCR assay for the quantitative diagnostic of
M. parvum in pigs. In a second step, this novel qPCR assay was applied to blood samples
of domestic pigs from different herds and age groups, i.e., fattening pigs, sows, and boars,
to investigate the circulation of M. parvum in Germany for the first time ever since the first
description of M. parvum in 1950 [4]. Furthermore, the genetic diversity of M. parvum was
compared among seven appropriate isolates by 16S rDNA phylogeny.

2. Materials and Methods

2.1. Blood Samples and DNA Preparation

EDTA-anticoagulated blood samples were collected from fattening pigs, sows, and
boars from southern Germany (federal states of Baden-Wuerttemberg and Bavaria). Figure 1
illustrates the sampled area of Germany shaded in grey.

Figure 1. Sampling areas: the grey-shaded areas show the federal states of Baden-Wuerttemberg and
Bavaria (Germany), from which the sampled animals originated.

Blood samples of the sows (n = 60) were collected by the punctuation of the jugular
vein. Sows (gilts as well as different parity) originated from a total of three piglet-producing
farms with 20 sows per farm sampled. For the group of fattening pigs and boars, DNA
extracts from EDTA-anticoagulated blood were available from previous studies [9,24].
Briefly, a total of 200 fattening pigs from 20 farms (10 animals per farm) were sampled at
the time of slaughter [9], and 183 boars, housed for artificial insemination in a boar stud
and originating from a total of 26 multiplier farms [24], were sampled by punctuation of the
jugular vein. The boars were aged between 9 and 77 months. The number of sampled boars
per multiplier farm ranged from 1 to 42. None of the animals showed any clinical signs.
The fattening and multiplier farms had an unknown HM history and were chosen randomly.
As sows were sampled during regular on-farm health monitoring, no ethical approval
was needed according to the German Animal Welfare Law. Similarly, sampling of the
fattening pigs did not require ethical approval according to the German Animal Welfare Law
and the Directive 2010/63/EU, as blood collection was performed after slaughtering [9].
The sampling of the boars was approved by the ethical commission of the veterinary
faculty of the Ludwig-Maximilians-Universität, Munich (authorization reference number:
245-17-12-2020) [24]. Bacterial DNA was extracted from the EDTA-anticoagulated blood, as
described elsewhere [9,25]. Blood as well as DNA samples were stored at −20 ◦C prior to
use. DNA extracts available from previous studies were submitted for a quality analysis
using a NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany) before use.
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2.2. 16S rDNA and Amplicon Sequencing

In order to obtain M. parvum positive DNA for the establishment of the M. parvum
specific quantitative real-time PCR as well as for phylogenetical analysis, a total of 100 of
the DNA samples were randomly chosen for conventional, HM-specific 16S rDNA using
the primers described by Volokhov and coworkers [26]. The 25 μL PCR reaction mixture
contained 12.5 μL of Maxima Hot Start Taq DNA-Polymerase (Thermo Fisher ScientificTM),
10.5 μL of primer–water mixture (containing 0.5 μmol of the primer UNI_16S_mycF and
0.5 μmol of the primer UNI_16S_mycF [26]), and 2.0 μL of template DNA. Cycling con-
ditions consisted of 95 ◦C for 3 min and 30 cycles at 95 ◦C for 15 s and 57 ◦C for 1 min.
The PCR was directly analyzed after the run by means of agarose gel electrophoresis.
Mycoplasma parvum positive DNA samples were then analyzed with M. suis and Ca. M.
haemosuis specific real-time PCR (see Section 2.4) to exclude M. suis and sequences within
the 16S rDNA amplicons. Afterward, seven 16S rDNA PCR amplicons from M. suis and Ca.
M. haemosuis negative animals were selected for Sanger sequencing (Seqlab Sequence Lab-
oratories, Göttingen, Germany). Obtained sequences were compared to GenBank entries
using the NCBI BLAST tool [27].

2.3. Phylogenetic Analysis

The 16S rDNA amplicons of M. parvum (n = 7) as well as 16S rDNA amplicons
(M. parvum and other HM species) were used for a phylogenetic analysis. Table 1 gives
an overview of all sequences included in the study.

Table 1. Sequences of the different HM species included in the phylogenetic analysis.

HM Species and Name in the Phylogenetic Tree Acc. Number (Version) Host Species Country of Origin

Mycoplasma parvum
M. parvum ON703815 * ON703815.1 pig Germany
M. parvum ON703816 * ON703816.1 pig Germany
M. parvum ON703817 * ON703817.1 pig Germany
M. parvum ON703818 * ON703818.1 pig Germany
M. parvum ON703819 * ON703819.1 pig Germany
M. parvum ON703820 * ON703820.1 pig Germany
M. parvum ON703821 * ON703821.1 pig Germany
M. parvum MK287838 MK287838.1 pig Brazil

M. suis FN391022 FN391022.1 pig Germany
Ca. M. haemosuis JX489601 JX489601.1 pig China

M. wenyonii FN392885 FN392885.1 cattle Germany
M. ovis MH379798 MH379798.1 sheep Brazil

M. coccoides AY171918.1 AY171918.1 mouse USA
M. haemofelis U88563 U88563.2 cat USA

Ca. M. haemominutum AY150979 AY150979.1 cat South Africa

* Sequences acquired in this study (highlighted in grey).

The 16S rDNA sequences were aligned with the multiple sequence alignment tool of
ClustalW in MEGA X [28], and phylogenetic analysis was performed using the neighbor-
joining method with a 1000 bootstrap value in MEGA 11 Software [28,29].

2.4. M. suis and Ca. M. haemosuis qPCR

The M. suis status was defined by a specific qPCR targeting the MSG1 gene of
M. suis, as described elsewhere [25,30]. Likewise, the recently described Ca. M. haemo-
suis qPCR targeting the Ca. M. haemosuis gap gene was used for the determination of
the Ca. M. haemosuis status. While both the M. suis and Ca. M. haemosuis status of the
fattening pigs and boars was ascertained in previous studies [9,24], qPCR of the sows was
performed in the present study.
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2.5. Primer Design

The following primers targeting the gap gene of M. parvum were designed with
Primer 3 software [31,32]. MPaF‘- 5′-ATGCTGGCGCTCCTAAAGTT-3′ and MPaR´- 5′-
CTGCTGCAGCTCTAGCTCTT-3′. gap encodes the glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH) of M. parvum (accession no. NC_022575.1). Test specificity was analyzed
in silico by using an NCBI-provided BLAST algorithm as well as by sequencing (Seqlab
Sequence Laboratories, Göttingen, Germany) of the resulting 276 bp gap PCR fragment of
M. parvum. Sequences were compared to GenBank entries using the BLAST tool provided
by NCBI.

2.6. Cloning of the qPCR Fragment (qPCR-Positive Control)

Escherichia coli transformants (pC_Parvum) containing the 276 bp qPCR gap fragment
of M. parvum were produced by cloning the amplicon into the plasmid vector pCR2.1
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. Plasmid DNA was extracted
and purified from the E. coli transformants (pC_Parvum) with the GenEluteTM Plasmid
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) and obtained plasmid DNA was
quantified afterward by means of spectrophotometry (NanoDropTM 2000, Thermo Fisher
Scientific). With a plasmid size of 4.106 kb concentrations, genome equivalents (GE) of
M. parvum were calculated, and DNA concentrations were adjusted to 45 pg/2 μL repre-
senting 1 × 107 GE (http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html accessed on 13 November 2022).

2.7. Quantitative Real-Time PCR

The 20 μL reaction mixture containing 10 μL of the 2x SYBR® Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific), 8 μL of primer mixture (containing 0.5 μM primer each), and
2 μL of template DNA was applied to the StepOne™ System (Applied Biosystems) for the
detection of M. parvum DNA. Cycling conditions consisted of 95 ◦C for 5 min, 40 cycles at
95 ◦C for 15 s, and 60 ◦C for 1 min, followed by a melting curve analysis. Quantification was
performed by the inclusion of plasmid pC_Parvum DNA standard dilutions (450 fg/2 μL,
45 fg/2 μL, and 4.5 fg/2 μL) representing 105, 104, and 103 GE per reaction run, respectively.
PCR results were analyzed using StepOne™ Software Version 2.2 (Applied Biosystems,
Dreieich, Germany) and Microsoft® Excel, 2016.

For the determination of the analytical specificity of the novel qPCR assay, DNA from
the porcine HM species M. suis, Ca. M. haemosuis, other hemotrophic and nonhemotrophic
Mycoplasma spp. (i.e., M. wenyonii, Ca. M. haemobos, M. haemofelis, M. bovis, and M. bovoculi),
and the following panel of other porcine pathogens was used as template DNA: Escherichia
coli (n = 2), Salmonella Typhimurium (n = 2), Staphylococcus aureus, Pasteurella multocida,
and Streptococcus suis. DNA isolation and/or cultivation of the bacteria was performed as
previously described [9,25,30,33]. DNA was adjusted to 105 bacteria/ reaction.

Ten-fold dilutions from 107 to 1 GE/reaction out of the pC_Parvum plasmid DNA
were analyzed by qPCR to determine the lower limit of detection (LOD).

2.8. Intra- and Interassay Repeatability

The intra-assay repeatability was determined by analyzing four replicates of the
plasmid dilutions (107 to 1 GE/reaction) in the same run. The interassay variability was
determined by running quadruples of the same plasmid dilution in five different runs on
four consecutive days.

3. Results

3.1. Identification of Mycoplasma parvum Positive Samples

Porcine blood samples (n = 100) were analyzed by an HM-specific conventional 16S
rDNA PCR, and M. suis and Ca. M. haemosuis specific real-time PCR. Seven randomly
chosen HM-specific 16S rDNA amplicons derived from M. suis and Ca. M. haemosuis nega-
tive pigs were analyzed after Sanger sequencing with the BLAST algorithm. All amplicons
showed 99.8–100.0% identity to other GenBank entries for M. parvum 16S rDNA genes and
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could therefore be used as positive controls for the novel M. parvum specific real-time PCR.
Sequences were uploaded to the GenBank (accession numbers ON703815–ON703821).

3.2. Development of a M. parvum-Specific Quantitative Real-Time PCR

We developed a quantitative SYBR® green real-time PCR as a diagnostic tool for the
detection of Mycoplasma parvum in the blood of infected pigs. For this purpose, primers
targeting the GAPDH of M. parvum were chosen. The novel real-time qPCR assay success-
fully amplified each of the seven M. parvum DNA samples. The specificity of the qPCR was
proven because no cross-reactivity was observed with DNA samples from other HM species
and nonhemotrophic mycoplasma species or from other porcine bacterial pathogens.

Melting curve analyses revealed a M. parvum specific melting temperature of 74.177 ◦C
(±0.135 ◦C). Ten-fold serial dilutions of the plasmid pC_Mparvum from 45 pg to 45 ag
(corresponding to 107 to 101 genome equivalents) per reaction were used to determine
the analytical sensitivity of the qPCR assay. All different concentrations in the standard
dilutions from 107 to 101 GE were consistently detected by the qPCR assay. The highest
dilution yielding consistently positive qPCR results contained 0.45 fg pC_Mparvum DNA
per reaction corresponding to 10 GE per reaction. The lower limit of detection of the qPCR
was thus 10 gap copies per reaction and 2.5 × 103 GE per mL blood.

The intra- and interassay repeatability is shown in Table 2.

Table 2. Intra- and interassay repeatability values of the novel established qPCR.

Intra-Assay Repeatability Interassay Repeatability
Plasmid Copy Number Mean CT (±SD) * Mean CT (±SD)

107 15.23 (±0.44) 15.02 (±0.92)
106 19.01 (±0.27) 18.94 (±0.92)
105 22.78 (±0.11) 21.92 (±0.94)
104 26.20 (±0.15) 25.25 (±0.96)
103 29.93 (±0.07) 29.28 (±0.75)
102 32.81 (±0.73) 31.89 (±0.99)
101 35.92 (±0.81) 35.51 (±0.54)

* Mean threshold cycle values and standard deviations.

3.3. Hemotrophic mycoplasma Infection in Fattening Pigs, Sows, and Boars

Using the herein established, novel established, M. parvum-specific qPCR assay,
M. parvum could be detected in the blood of each sampled age group of fattening pigs, sows,
and boars. Regarding the fattening pigs, 72 out of 200 pigs were positive for M. parvum,
whereas 38 and 35 out of the 200 were positive for M. suis and Ca. M. haemosuis, respec-
tively. M. parvum was present in the blood of 15 out of the 60 sampled sows. M. suis
and Ca. M. haemosuis were detected in 4 and 13 sows, respectively. A total of 8 out of
the 183 boars were positive for M. parvum in qPCR, whereas the other two HM species
could not be detected in any blood sample of this age group. Co-infections with three HM
species were detected in fattening pigs, co-infections with two HM species were detected
in fattening pigs as well as in sows.

Average bacterial blood-loads equaled 9.34 × 106 M. parvum/mL blood, 7.62 × 107 M.
suis/mL blood and 1.61 × 105 Ca. M. haemosuis/mL blood in fattening pigs; 1.18 × 106 M.
parvum/mL blood, 3.58 × 104 M. suis/mL blood and 4.83 × 105 Ca. M. haemosuis/mL blood
in sows; and 1.12 × 105 M. parvum/mL blood in boars.

Table 3 gives a detailed overview of the HM status of all investigated samples.
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Table 3. An overview of the quantitative detection of HMs in sampled fattening pigs, sows, and boars.

Fattening Pigs

M. parvum 1 M. suis 2 Ca. M. haemosuis 2

qPCR positive pigs (total) 72/200 (36.00%) 38/200 (19.00%) 35/200 (17.50%)
bacterial blood-loads (per mL blood) Average: 9.34 × 106 7.62 × 107 1.61 × 105

Range: 3.41 × 103–4.82 × 108 9.58 × 102–1.14 × 109 5.52 × 103–1.55 × 106

Co-infections

M. parvum + M. suis 17/200 (8.50%)
M. parvum + Ca. M. haemosuis 19/200 (9.50%)

M. suis + Ca. M. haemosuis 12/200 (6.00%)
all species (triple infection) 5/200 (2.50%)

Sows

M. parvum 1 M. suis 1 Ca. M. haemosuis 1

qPCR positive pigs (total) 15/60 (25.00%) 4/60 (6.67%) 13/60 (21.67%)
bacterial blood-loads (per mL blood) Average: 1.18 × 106 3.58 × 104 4.83 × 105

Range: 5.48 × 103–1.53 × 107 5.66 × 103–5.49 × 104 2.39 × 103–3.56 × 106

Co-infections

M. parvum + M. suis 0/60 (0.00%)
M. parvum + Ca. M. haemosuis 3/60 (5.00%)

M. suis + Ca. M. haemosuis 1/60 (1.66%)
all species (triple infection) 0/60 (0.00%)

Boars

M. parvum 1 M. suis 3 Ca. M. haemosuis 3

qPCR positive pigs (total) 8/183 (4.37%) 0/183 (0.00%) 0/183 (0.00%)
bacterial blood-loads (per mL blood) Average: 1.12 × 105 / /

Range: 6.23 × 103–6.26 × 106 / /
Co-infections

M. parvum + M. suis 0/183 (0.00%)
M. parvum + Ca. M. haemosuis 0/183 (0.00%)

M. suis + Ca. M. haemosuis 0/183 (0.00%)
all species (triple infection) 0/183 (0.00%)

1 determined in the present study; 2 determined in the study of Ade and co-workers (2022) [9]; 3 determined in
the study of Ade and co-workers (2021) [24].

3.4. Mycoplasma parvum Phylogeny

Seven 16S rDNA M. parvum amplicons derived from samples in the present study
were used for phylogenetic analyses. Those seven amplicons were randomly chosen from
seven different herds without any known contact with each other. Furthermore, the 16S
rDNA sequences of M. parvum, M. suis, Ca. M. haemosuis, M. wenyonii, M. ovis, M. coccoides,
M. haemofelis, and Ca. M. haemominutum were obtained from GenBank and are included
in the dendrogram. The neighbor-joining method with a 1000 bootstrap value was chosen.
The dendrogram is shown in Figure 2.

The obtained M. parvum isolates clustered within the “hemominutum” group of
the HM species in close relation to M. suis. Among the novel German M. parvum isolates
(accession numbers ON703815–ON703821), two subclusters (orange and yellow highlighted
clades) could be distinguished. The M. parvum isolate obtained in Brazil (accession number
MK287838.1) could be assigned to a further cluster (blue highlighted clade) within all the
M. parvum isolates.
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Figure 2. The 16S rDNA phylogenetic analysis of M. parvum isolates obtained in the present study
(created with MEGA 11 software).

4. Discussion

The study herein described the occurrence of Mycoplasma parvum in fattening pigs, sows,
and boars in Germany, for which a novel quantitative real-time PCR was successfully established.

Mycoplasma parvum is a long-known but rarely described and investigated porcine
HM species. To the best of our knowledge, the novel qPCR assay is the first quantitative
and specific assay detecting M. parvum in pigs. We used this specific qPCR assay to
quantitatively detect M. parvum in the blood samples of fattening pigs, sows, and boars from
southern Germany. So far, the few descriptions of M. parvum reported were based on 16S
rDNA PCR or microscopy [5,14–16]. Our established qPCR assay specifically targets the gap
gene of M. parvum, which encodes the GAPDH of M. parvum. Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase encoding genes have successfully been used as target genes in diagnostics
of HMs before, such as for the identification of M. suis, Ca. M. haemosuis, M. wenyonii, and
Ca. M. haemobos [9,30,33]. Often, the 16S rDNA gene is chosen as the PCR target gene
because it is considered highly conserved within bacterial species. However, in the case of
the porcine HM species, the 16S rRNA gene is not well suited due to the low differentiation
potential, as the 16S rDNA genes of M. suis and M. parvum show nearly 96% identity among
each other [16]. In contrast, the GAPDH-encoding genes of M. suis and M. parvum have
only 76% identity. Therefore, we decided to use the gap gene as a PCR target, which is
also a housekeeping gene and known to be highly conserved within bacterial species but
significantly different between M. parvum and M. suis. The successful target selection was
also reflected in the determination of the analytical specificity. Analytical specificity was
first predicted through in silico analysis and verified afterward by negative qPCR results
with DNA of other Mycoplasma species and further porcine bacterial pathogens.

In the few previous studies dealing with M. parvum, a quantification of bacterial
blood loads was not performed. Within the herein described novel M. parvum qPCR
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assay, quantification with a sensitivity of 10 genome equivalents per PCR, corresponding
to 2.5 × 103 bacteria per mL blood, is possible. This is in line with similar qPCR assays
of other HM species such as M. suis, Ca. M. haemosuis, M. wenyonii, Ca. M. haemobos,
M. haemocanis, and Ca. M. haematoparvum [9,30,33,34], and displays a high analytical
sensitivity. Therefore, we assume that our novel qPCR assay allows the identification of
asymptomatic infected carrier animals. This was evidenced by the application of the qPCR
for the successful detection of M. parvum in fattening pigs, sows, and boars. To the best
of our knowledge, this was the first survey for a European sample panel within different
age groups and 443 tested pigs in total. M. parvum was present in each of the sampled age
groups, i.e., in fattening pigs, sows, and boars. Interestingly, the M. parvum infection rate
was significantly higher in fattening pigs and sows with 36.0% and 25.0% of M. parvum
positive animals, respectively, compared with boars, with a total of 4.37% M. parvum
positive animals.

There could have been many reasons for the variation in the infection rates among the
different age groups and could especially include potentially higher biosecurity levels in
boar studs, as well as individually housed animals and the absence of group vaccinations in
boar studs compared with fattening and piglet-producing farms. Furthermore, the higher
HM rates in sows compared with boars could be owing to the known general changes and
depression of the immune system during pregnancy [35–37]. The occurrence of M. parvum
in German fattening pigs and sows in the present study was lower compared with that
in Brazil, with 79.7% positive sows [38], and lower than in China, with 50.0% M. parvum
positive pigs (feeder pigs and sows) [5]. On the contrary, studies in Japan and South
Korea revealed lower M. parvum prevalence, with 15.0% (feeder pigs and sows) and 2.7%
positive pigs (various age groups), respectively [7,39]. For boars, however, there are no
comparable studies dealing with the prevalence of M. parvum in this age group. Comparing
the detection rates of the different HM species within the sampled animals, M. parvum
was more frequent in each of the age groups than M. suis and Ca. M. haemosuis. A higher
prevalence of M. parvum compared with M. suis in the same animals was also reported by
Seo and coworkers in South Korea [7] and by Gatto and coworkers in Brazil [38].

Coinfections with two or three HM species are a commonly observed issue and
have been previously described in pigs, for example, in China, with coinfections of
M. suis/M. parvum and the novel Ca. M. haemosuis [5], as well as in Germany with M. suis
and Ca. M. haemosuis [9]. This phenomenon has further been described in other species
such as sheep [40], goats [41], cattle [22,33], dogs [42], and cats [43,44].

Despite the long history of M. parvum, knowledge of its pathogenicity, and especially its
impact on the immune system, is rather limited. So far, two studies conducted 60–70 years
ago reported clinical signs similar to M. suis induced IAP within experimental M. parvum
infection [14,15]. From today’s point of view, M. parvum seems primarily apathogenic to
pigs due to the lack of major clinical field cases and the lack of clinical signs in a current
experimental infection study conducted in one splenectomized pig [16]. On the contrary,
M. parvum was related to the loss of performance in subclinical infected pigs in Brazil [10].
In the present study, M. parvum was also frequently detected in clinically healthy animals in
various age groups in Germany. Chronical and subclinical infections have extensively been
described in pigs with M. suis [25,45,46] and Ca. M. haemosuis [5,7,9,24]. For M. suis, it is
known that such infections are related to various silent influences, especially those related
to dysregulation of the immune system, a higher susceptibility to other infections, and
impacts on reproductive performance (e.g., increased stillbirth rates) [17,25,45–47]. Thus,
such subclinical M. suis infections are of major economic importance to the porcine industry.
Whether M. parvum is also capable of causing such effects in the course of subclinical
infections has not yet been investigated. In the context of the widely observed subclinical
infections of M. parvum found in the present study, this should be a research topic to be
investigated in the future. Our herein developed novel M. parvum specific qPCR assay was
proven to be a suitable and reliable diagnostic tool to implement in future studies.
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5. Conclusions

In this study, a quantitative real-time PCR assay was established for the diagnosis
of M. parvum in blood samples of pigs. Applying this PCR assay to blood samples of
different-aged German pigs, M. parvum could successfully be detected in 36.0% (n = 72) of
fattening pigs, in 25.0% (n = 15) of sows, and in 4.27% (n = 8) of boars. Both data on the
occurrence of M. parvum in Germany as well as the novel qPCR are a profound basis for the
further studies required to evaluate the medical and economic significance of M. parvum
in pigs.
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4. ERWEITERTE DISKUSSION

Mycoplasma parvum ist eine bereits seit langem bekannte, aber selten und 

unzureichend beschriebene hämotrophe Mykoplasmen-Spezies bei Schweinen 

(SPLITTER 1950a). Bislang wird M. parvum als primär apathogen betrachtet 

(SPLITTER 1950a, 1953; DO NASCIMENTO et al. 2014). Dennoch sind Art und 

Umfang des Einflusses subklinischer M. parvum Infektionen auf Gesundheit, 

Wohlbefinden und Produktivität betroffener Tiere weitestgehend unbekannt und ein 

wichtiges Thema zukünftiger Forschungen. Auf Basis dieser Forschungen sollten 

Maßnahmen wie Eradikation und Therapiekonzepte für die Praxis abgeleitet werden 

können. Für derartige künftige Untersuchungen sind mehrere Voraussetzungen zu 

erfüllen. Eine Voraussetzung sind geeignete diagnostische Instrumente, die 

M. parvum spezifisch im Blut infizierter Tiere nachweisen und eine Abgrenzung von

den anderen porzinen HM Spezies M. suis und `Ca. M. haemosuis` ermöglichen.

Aufgrund der Nicht-Kultivierbarkeit hämotropher Mykoplasmen wird auch M. parvum

gewöhnlich molekularbiologisch mittels PCR nachgewiesen, wobei bei den bisher

publizierten Protokollen eine Speziesdifferenzierung zwischen M. suis und M. parvum

nicht immer eindeutig möglich war und nur durch eine sich anschließende

Sequenzierung der PCR-Amplifikate sicher erfolgte (PETRI et al. 2020; SONALIO et

al. 2021).

Aufgrund dieser Ausgangslage wurde in der vorliegenden Arbeit zunächst eine 

M. parvum spezifische real-time PCR für den quantitativen Nachweis des Erregers im

Blut von Schweinen etabliert. Dafür wurde anstelle des in der Diagnostik gewöhnlich

verwendeten 16S rRNA Gens das gap Gen, welches für die Glyceraldehyd-3-

Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) von M. parvum kodiert, als Zielgen verwendet.

Zwar ist das 16S rRNA Gen auch bei M. parvum hoch konserviert, allerdings ist

aufgrund der großen Übereinstimmung zum analogen Gen von M. suis mit 96% eine

Differenzierung hierüber nicht möglich. Dies ist durch Vergleiche von publizierten

Sequenzen mittels des NCBI Blast Tools ersichtlich. Im gap Gen hingegen findet sich

lediglich eine 76%-ige Übereinstimmung mit M. suis. GAPDH-kodierene Gene wurden

aus diesem Grund auch schon für die PCR-Diagnostik anderer hämotropher

Mykoplasmen, wie beispielsweise für M. suis, `Ca.M. haemosuis` und für die bovinen



4. ERWEITERTE DISKUSSION 
 

31 
 

Spezies M. wenyonii und `Ca. M. haemobos` verwendet (HOELZLE et al. 2007a; ADE 

et al. 2018; ADE et al. 2022b). Die ausgewählten Primer, die ein 276 bp großes 

Fragment des gap Gens von M. parvum amplifizieren, wurden verschiedenen 

Spezifitätstests unterzogen. Dabei erfolgten eine in-silico Analyse über das NCBI Blast 

Tool, Sequenzierungen von PCR-positiven Amplifikaten sowie die Verwendung der 

DNA anderer Bakterien (M. suis, `Ca. M. haemosuis, M. wenyonii, 

`Ca. M. haemobos`, M. haemofelis, M. bovis, M. bovocoli, Escherichia coli, 

Salmonella Typhimurium, Pasteurella multocida, Staphylocuccus aureus) als 

Template DNA in einem PCR Lauf. Bei all diesen Tests erwiesen sich die 

ausgewählten Primer als hoch spezifisch, da einerseits der in-silico Test keine 

Übereinstimmung mit anderen Gensequenzen und anderseits die Sequenzanalyse 

PCR-positiver Isolate eine 99%-ige Übereinstimmung mit den in der Genbank 

eingetragenen M. parvum Sequenzen ergab. Die DNA der anderen bakteriellen 

Erreger wurde außerdem nicht in der PCR amplifiziert. Diese hohe Spezifität von 

Primern für das gap Gen wurde auch für andere hämotrophe Mykoplasmen 

beschrieben (HOELZLE et al. 2007a; ADE et al. 2018; ADE et al. 2022b). Nach der 

Herstellung von Escherichia coli Transformanten, die das 276 bp große Fragment des 

gap Gens von M. parvum beinhalten, konnten über die Größe des verwendeten 

Plasmids Genomäquivalenten (GE) von M. parvum bestimmt werden. Standard-

Verdünnungsreihen dieses Plasmids wurden dann für die Bestimmung der Sensitivität 

der PCR sowie deren unterer Nachweisgrenze erstellt. Damit wurde eine untere 

Nachweisgrenze von 10 GE pro PCR Ansatz ermittelt. Rückgerechnet auf die 

Erregermenge pro mL Schweineblut entspricht dies 2,5 x 103 M. parvum. Diese 

beobachtete untere Nachweisgrenze entspricht denen von anderen Mykoplasmen-

spezifischen quantitativen real-time PCRs (ADE et al. 2018; ADE et al. 2022b). 

Außerdem wurden die Plasmidverdünnungen (105, 104 und 103 GE je 

Reaktionsansatz) als Standards für die Quantifizierung untersuchter Proben 

verwendet.  

Durch Etablierung dieser PCR als diagnostisches Instrument konnte die Grundlage für 

künftige Bearbeitungen von Fragestellungen zu M. parvum und für die 

Routinediagnostik dieses Erreges geschaffen werden.  
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Eine weitere wichtige und grundlegende Thematik ist die Verbreitung von M. parvum 

in Schweinen. Dazu gibt es wenig verlässliche Daten, da einerseits Einzelfallberichte 

vorliegen, die häufig aus prä-PCR Zeiten stammen und somit auf mikroskopischer 

Diagnostik beruhen, welche keine sichere Speziesdifferenzierung ermöglicht 

(SPLITTER 1950a; JENNINGS und SEAMER 1956; UILENBERG et al. 1981; DO 

NASCIMENTO et al. 2013; GATTO et al. 2019; PETRI et al. 2020). Andererseits 

wurden in PCR-basierten Studien HMs beim Schwein nachgewiesen, aber ohne dass 

eine umfassende Speziesdifferenzierung vorgenommen wurde.  

In der vorliegenden Arbeit wurden unter Verwendung der neu etablierten quantitativen 

real-time PCR insgesamt 443 Schweine verschiedener Altersklassen aus 

Süddeutschland (Baden-Württemberg und Bayern) untersucht, was nach Sichtung 

sämtlicher verfügbarer Literatur die erste derartige Studie in Europa ist. Die Ergebnisse 

werden im Folgenden in verschiedenen Szenarien analysiert.  

i. Allgemeiner Vergleich des Vorkommens von M. parvum mit anderen 

publizierten Daten:  

Die qualitative Auswertung der PCR ergab bei insgesamt 21,4% (n=95) der 443 

untersuchten Tiere ein M. parvum-positives Ergebnis. Im Vergleich zu den 

wenigen verfügbaren M. parvum Studien ist dies ein höheres prozentuales 

Vorkommen als in Japan und Korea (WATANABE et al. 2012; SEO et al. 2019) 

jedoch ein geringeres Vorkommen als in China und Brasilien (FU et al. 2017; 

PETRI et al. 2020; SONALIO et al. 2021). Allerdings muss bei den Studien aus 

China und Brasilien beachtet werden, dass keine eindeutige Unterscheidung 

zwischen M. parvum und M. suis erfolgte, sondern allenfalls M. parvum als 

vorherrschende Spezies unter den positiven Ergebnissen genannt wurde. Dies 

wurde jeweils über Sequenzierung einer Auswahl von positiven Isolaten 

bestätigt.  

 

ii. Vergleich des Vorkommens von M. parvum mit dem Auftreten von M. suis und 

`Ca. M. haemosuis` in denselben Tieren:  

Weiterhin wurden in der vorliegenden Arbeit neben dem Vorkommen von 

M. parvum die beprobten Tiere auch auf die anderen beiden porzinen 

Hämoplasmenspezies M. suis und `Ca. M. haemosuis`, entweder im Rahmen 

dieser Arbeit (Sauen) oder im Rahmen vorhergegangener Studien (Eber und 
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Mastschweine) (ADE et al. 2021; ADE et al. 2022b), untersucht. Für M. suis 

kann eine Anzahl von 42 PCR positiven Tieren (4,5%) angegeben werden, für 

`Ca. M. haemosuis` eine Anzahl von 48 (10,9%) PCR positiven Tieren. Somit ist 

das Vorkommen von M. parvum in den untersuchten Proben doppelt so hoch 

wie das Vorkommen der beiden anderen porzinen Hämoplasmen-Spezies. Ein 

höheres Vorkommen von M. parvum im Vergleich zu M. suis wurde auch von 

anderen Autoren aus Japan, Korea und Brasilien berichtet (WATANABE et al. 

2012; SEO et al. 2019; PETRI et al. 2020; SONALIO et al. 2021), Ko-Infektionen 

von M. parvum und ̀ Ca. M. haemosuis` wurden in bisherigen Studien noch nicht 

untersucht. Eine mögliche Erklärung für die höhere Nachweisrate von 

M. parvum im Vergleich zu den anderen beiden porzinen HM Spezies könnte 

die höhere Pathogenität von M. suis und `Ca. M. haemosuis` im Vergleich zu 

M. parvum sein. Aufgrund dessen würden Infektionen mit M. suis und 

`Ca. M. haemosuis` offensichtlicher zum Vorschein treten. Klinisch inapparente 

M. parvum Infektionen könnten im Gegensatz dazu lange unerkannt bleiben und 

in Beständen fortbestehen. Weitere Erklärungen für die möglicherweise länger 

unerkannte Existenz von M. parvum in Tieren und Betrieben könnten 

Unterschiede in der Immunologie mit einer schlechteren Eliminierung von 

M. parvum durch das Immunsystem, sowie eine geringere Empfindlichkeit von 

M. parvum auf antibiotische Behandlungen sein. Diese Theorien können aber 

bislang nicht anhand von Literatur oder vergleichbaren Beobachtungen belegt 

werden.  

 

iii. Vergleich der M. parvum-Nachweisraten in den untersuchten Altersgruppen und 

das Auftreten von Ko-Infektionen mit anderen porzinen hämotrophen 

Mykoplasmen:  

Vergleicht man die untersuchten Altersgruppen untereinander, so traten 

M. parvum-Infektionen bei Ebern mit 4,4% (n=8/183) PCR positiver Tiere 

weniger häufig auf als bei bei Sauen und Mastschweinen, mit 25,0% (n=15/60) 

bzw. 36,0% (n=72/200) PCR positiven Tieren. Auch für M. suis und 

`Ca. M. haemosuis` waren die Nachweisraten in den Mastschweinen höher im 

Vergleich zu den Sauen und Ebern (ADE et al. 2021; ADE et al. 2022b). Eine 

mögliche Erklärung hierfür könnte eine abnehmenden Anfälligkeit für 

Infektionen im Laufe des Alters sein. Weiterhin könnten möglicherweise 
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strengere Biosicherheitsmaßnahmen in Sauenbetrieben und Eberstationen, 

verglichen mit Mastbetrieben, einen Grund hierfür darstellen.  

Unterschiede in den Nachweisraten zwischen Sauen und Ebern könnten auf 

abweichende Haltungs- und Managementbedingungen zurückzuführen sein. 

Dabei sind Eber in der Regel individuell aufgestallt, weshalb 

Rangordnungskämpfe ausbleiben. Außerdem werden Impfmaßnahmen 

weniger häufig durchgeführt, womit das Risiko einer Übertragung hämotropher 

Mykoplasmen, die vorwiegend blutgebunden erfolgt (JANSEN 1952; SEAMER 

1960; STADLER et al. 2019; ADE et al. 2021), deutlich reduzierter sein dürfte 

als bei in Gruppen gehaltenen Sauen.  

Aufgrund der in der Studie verwendeten Einzeltierproben konnten Ko-

Infektionen mit anderen porzinen hämotrophen Mykoplasmen in mehreren 

Tieren festgestellt werden. So lag die Gesamtzahl an Ko-Infektionen von 

M. parvum und `Ca. M. haemosuis` in der Gruppe der Mastschweine bei 9,5% 

(n=19/200) und in der Gruppe der Sauen bei 5,0% (n=3/60), die Rate von Ko-

Infektionen mit M. suis und `Ca. M. haemosuis` bei 6,0% (n=12/200) bzw. 1,7% 

(n=1/60). Ko-Infektionen von M. suis und M. parvum kamen ausschließlich bei 

den Mastschweinen, und zwar bei 8,5% der untersuchten Tiere (n=17/200) vor. 

In dieser Gruppe gab es auch Ko-Infektionen mit allen drei untersuchten 

Spezies. Ko-Infektionen mit mehr als einer HM Spezies wurden weltweit in 

verschiedenen Tierarten beschrieben, zum Beispiel bei Schafen, Katzen und 

Rindern (MELI et al. 2010; HORNOK et al. 2012; TAGAWA et al. 2012; 

MARTÍNEZ-DÍAZ et al. 2013; DUARTE et al. 2015; ADE et al. 2018; ROBLEJO-

ARIAS et al. 2022). Auch bei Schweinen gibt es Berichte über das simultane 

Auftreten von M. parvum und M. suis sowie von M. suis / M. parvum mit 

`Ca. M. haemosuis` in einem betroffenen Tier (SPLITTER 1950a, 1953; 

DIPEOLU et al. 1982; WATANABE et al. 2012; ADE et al. 2022b).  

 

iv. Vergleiche in Bezug auf die Quantifizierungsergebnisse von M. parvum im Blut: 

Die durchschnittlichen Erregermengen von 9,34 x 106 M. parvum je mL Blut 

(Mastschweine), 1,18 x 105 M. parvum je mL Blut (Sauen) und 1,12 x 105 

M. parvum je mL Blut (Eber) sind ähnlich zu den durchschnittlichen 

Erregermengen von M. suis und `Ca. M. haemosuis´ aus Feldproben 

(RITZMANN et al. 2009; STADLER et al. 2019; ADE et al. 2022b).  
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Vergleichbare Daten zur Erregermenge von M. parvum bei natürlich infizierten 

Tieren existieren nicht. Die in der vorliegenden Studie erhobenen M. parvum 

Blut-Quantitäten können einzig mit jenen verglichen werden, die im Rahmen der 

experimentellen Infektion eines splenektomierten Einzeltieres von DO 

NASCIMENTO und Mitarbeitern festgestellt wurden. Interessanterweise stiegen 

die Erregermengen je mL Blut bei diesem Tier, welches keine klinischen 

Anzeichen zeigte, auf bis zu 1010 M. parvum je mL Blut an (DO NASCIMENTO 

et al. 2014). Im Vergleich zu den im Rahmen dieser Dissertation erhobenen 

Felddaten war die Quantität von M. parvum circa doppelt so hoch. Diese hohe 

Erregermenge im Rahmen einer experimentellen Infektion im Vergleich zu einer 

Feldinfektion ist ein typisches Phänomen, welches auch bei experimentellen 

Infektionen mit M. suis beobachtet wurde (DIETZ et al. 2014; STADLER et al. 

2014).  

 

Zusammenfassend gesagt zeigt sich durch die Beprobung von insgesamt 443 

Schweinen aus Süddeutschland eine weite Verbreitung von M. parvum in 

verschiedenen Altersklassen sowie ein häufigeres Vorkommen dieser Spezies im 

Vergleich zu M. suis und `Ca. M. haemosuis`. Phänomene, die bislang bei den 

anderen beiden porzinen Hämoplasmenspezies beobachtetet wurden, wie höhere 

Infektionsraten bei Mastschweinen im Vergleich zu Sauen und Ebern, Ko-Infektionen 

mit mehreren Hämoplasmenspezies, höhere durchschnittliche Erregermengen im Blut 

bei Mastschweinen im Vergleich zu älteren Tieren, sowie deutlich niedrigere 

Erregermengen in natürlich infizierten Tieren als bei einer experimentellen Infektion, 

treffen hier auch auf M. parvum zu.  

Neben der qualitativen und quantitativen Analyse zum M. parvum Vorkommen in 

Deutschland war eine phylogenetische Analyse von M. parvum Isolaten ein weiteres 

Ziel dieser Arbeit. Dazu wurden von sieben zufällig ausgewählten M. parvum Isolaten 

16S rDNA Amplifikate sequenziert, und aus den erhaltenen Sequenzen zusammen mit 

anderen Sequenzen von M. parvum und weiterer hämotropher Mykoplasmen (M. suis, 

`Ca. M. haemosuis`, M. wenyonii, M. ovis, M. coccoides, M. haemofelis, 

`Ca. M. haemominutum`) ein phylogenetischer Stammbaum mittels der „neighbour-

joining“ Methode (MEGA 11 Programm) erstellt. In diesem Stammbaum lassen sich 

zwei größere Cluster abgrenzen, wobei in eines der Cluster M. parvum, M. suis, 
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`Ca. M. haemominutum`, M. wenyonii und M. ovis, in das andere Cluster 

M. haemofelis, `Ca. M. haemosuis` und M. coccoides eingeordnet werden konnten. 

Diese Beobachtung stimmt mit bisherigen Angaben überein, in denen diese beiden 

beobachteten Cluster als „Haemominutum“ und „Haemofelis“ Cluster bezeichnet 

werden (PETERS et al. 2008). Interessanterweise umfasst das „Haemominutum“ 

Cluster jene Spezies, die ehemals der Gattung Eperythrozoon zugeordnet wurden, 

das „Haemofelis“ Cluster die Spezies, die ehemals zur Gattung Haemobartonella 

gehörten. Unsere sieben neuen M. parvum Isolate konnten in zwei Subgruppen 

aufgeteilt werden, wobei sich diese beiden Subgruppen vom brasilianischen 

M. parvum Isolat abgrenzen. Der nächste Verwandte aller analysierten M. parvum 

Isolate ist hier M. suis, was ebenfalls der aktuellen Taxonomie entspricht (DO 

NASCIMENTO et al. 2014). Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 

phylogenetischen Analysen ergaben eine eindeutige genetische Zuordnung der neuen 

HM Isolate zu M. parvum, aber auch gleichzeitig eine phylogenetische Abgrenzung zu 

M. parvum Isolaten aus Brasilien. Neben der Bestätigung der aktuellen Taxonomie 

kann somit auch nochmals die Spezifität der neu etablierten M. parvum-spezifischen 

real-time PCR bestätigt werden. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum Vorkommen von M. parvum sowie die 

phylogenetischen Analysen von sieben erhobenen M. parvum Isolaten ermöglichen 

eine erste Einschätzung des Infektionsgeschehens mit M. parvum, wobei der Erreger 

offensichtlich in Süddeutschland weit verbreitet ist. Weitere Forschungen zu 

M. parvum, die insbesondere die Frage nach der Pathogenität, der Beteiligung an 

Krankheitskomplexen sowie Fähigkeit einer Immunmodulation klären, werden in 

Zukunft benötigt, um die Bedeutung des Bakteriums für die Tiergesundheit und die 

Schweineproduktion zu beleuchten.   
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5. SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK 

Die im ersten Schritt der Arbeit etablierte qPCR, die sich durch Testung der Spezifität 

und Sensitivität als geeigneten Nachweis von M. parvum in Schweineblut erwiesen 

hat, bietet fortan eine wichtige Grundlage für die Diagnostik und Grundlagenforschung 

dieser hämotrophe Mykoplasmenspezies. Die mittels dieser etablierten PCR im 

zweiten Schritt der Arbeit durchgeführten Studien zum Vorkommen von M. parvum in 

Schweinen zeigen eine weite Verbreitung des Bakteriums in Süddeutschland. Diese 

Erkenntnis unterstützt die Intention und Notwendigkeit weiterer Forschungsaktivitäten. 

Hier sollte im nächsten Schritt in einem Tierversuch die sekundäre Pathogenität von 

M. parvum geklärt werden, wobei ganz besonders der Frage nachgegangen werden 

sollte, ob M. parvum auch in der Lage ist, das Immunsystem des Wirtes zu regulieren 

und supprimieren. Im positiven Falle würde M. parvum einen wichtigeren Stellenwert 

in der Beteiligung von Krankheitskomplexen einnehmen. Die im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit etablierte PCR und die epidemiologischen Daten dienen dann 

nicht nur als Grundlage für eine solche weiterführende Arbeit, sondern können auch 

im Anschluss für gegebenenfalls einzuleitende Überwachungs- und 

Eradikationsmaßnahmen eine wichtige Rolle spielen.  
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6. ZUSAMMENFASSUNG 

Mycoplasma parvum ist ein porziner Vertreter der Gruppe der nicht-kultivierbaren 

hämotrophen Mykoplasmen, welcher bislang als primär apathogen definiert wird. Die 

tatsächliche Bedeutung dieses Bakteriums für die Tiergesundheit, das Tierwohl sowie 

für die Ökonomie der Schweineproduktion sind weitgehend ungeklärt, da die Thematik 

bisher kaum Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen war. Daher sollte in der 

vorliegenden Dissertation erstmals das Vorkommen von M. parvum in Deutschland 

untersucht werden und neue M. parvum Isolate weiterhin phylogenetisch analysiert 

werden. Um dies zu ermöglichen war es zunächst notwendig, ein M. parvum 

spezifisches Diagnostikinstrument zu etablieren. Aufgrund der fehlenden 

Kultivierbarkeit wird M. parvum, wie auch andere hämotrophe Mykoplasmen, mittels 

PCR nachgewiesen. Allerdings können bislang veröffentlichte PCR-Protokolle, die auf 

Amplifikation des 16S rRNA Gens beruhen, nicht ausreichend zwischen M. suis und 

M. parvum differenzieren, was eine anschließende Sequenzierung positiver PCR 

Amplifikate notwendig macht (PETRI et al. 2020; SONALIO et al. 2021). Dahingegen 

zeigte sich die im Rahmen dieser Dissertation etablierte PCR, die das gap Gen von 

M. parvum nachweist, als sehr spezifisch und effektiv für den Nachweis von M. parvum 

aus Blutproben von Schweinen und wird für zukünftige wissenschaftliche 

Fragestellungen sowie für die Diagnostik ein essentielles Instrument darstellen.  

Erste epidemiologischen Erkenntnisse konnten durch Untersuchung von Schweinen 

sowie durch phylogenetische Analyse von M. parvum Isolaten gewonnen werden. 

Durch die insgesamt 443 untersuchten Schweine verschiedener Altersgruppen wurde 

M. parvum erstmals in Deutschland mit einer Gesamtprävalenz von 21,4% 

nachgewiesen. Somit ist das Vorkommen von M. parvum höher als jenes von M. suis 

und `Ca. M. haemosuis` in denselben Tieren. Die Gründe hierfür sind nicht bekannt, 

lassen aber Unterschiede in der Pathophysiologie der drei Spezies vermuten. Beim 

Vergleich der verschiedenen Gruppen waren Mastschweine häufiger mit M. parvum 

infiziert (36,0%) als Sauen (25,0%) und Eber (4,4%), was den Beobachtungen mit den 

anderen beiden porzinen Hämoplasmenspezies entspricht. Mögliche Erklärungen für 

dieses Phänomen könnten unterschiedliche Biosicherheitsmaßnahmen der Betriebe 

oder Unterschiede in der Immunantwort der Tiere sein. Die Erregermengen aller drei 

porzinen Hämoplasmenspezies im Blut der untersuchten Tiere waren quantitativ auf 
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vergleichbarem Niveau. Die phylogenetische Analyse von insgesamt sieben neuen 

M. parvum Isolaten bestätigte die Speziesdiagnose sowie die Einordnung in die aktuell 

gültige Taxonomie.  

Die Erkenntnisse aus der Untersuchung von Schweinen verschiedener Altersklassen 

zeigen eine weite Verbreitung von M. parvum in Deutschland und dienen somit als 

erste Grundlage für weiterführende Arbeit, indem sie deren Notwendigkeit bestärken. 

In jedem Fall muss im nächsten Schritt der Frage nach dem Einfluss des 

Erregernachweises und der Auswirkungen auf die Tiergesundheit und Produktivität 

nachgegangen werden. Ganz zentral wird dabei die Thematik der sekundären 

Pathogenität und Fähigkeit zur Immunmodulation sein.  
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7. SUMMARY 

Mycoplasma parvum, a porcine representative of the group of hemotrophic 

mycoplasmas, has so far been defined as primarily apathogenic. To date, the actual 

significance of this bacterium for animal health, animal welfare and the economy of pig 

production is mainly unclear, and the subject has hardly been studied scientifically to 

date. 

In order to gain firsts insights into fundamental topics of M. parvum, this thesis aimed 

to investigate the occurrence of M. parvum in Germany. Further, obtained isolates of 

M. parvum should be analyzed from a phylogenetic point of view.  

To enable this, it was primary necessary to establish a M. parvum-specific diagnostic 

tool. Due to its uncultivability, M. parvum is usually detected by PCR. However, 

published PCR protocols target the 16S rRNA gene of M. parvum and due to the close 

genetic relationship to M. suis, those primers cannot differ sufficiently between M. suis 

and M. parvum. Thus, sequencing of positive PCR amplicons would be necessary 

(PETRI et al. 2020; SONALIO et al. 2021). In contrast, the quantitative real-time PCR 

assay established in this thesis is targeting the gap Gene of M. parvum proofed to be 

highly specific and effective for the detection of this bacterium in porcine blood. Thus, 

it represents an essential tool for future scientific questions as well as for routine 

diagnostics.  

First findings on the frequency of M. parvum in the field were obtained by PCR-

examination of different-aged pigs as well as via phylogenetic analysis of M. parvum 

isolates. Within those examinations, M. parvum was detected for the first time ever in 

Germany with an overall prevalence of 21.4% M. parvum infected pigs (95/443), which 

is higher than the occurrence of M. suis and `Ca. M. haemosuis` in the same animals. 

Reasons therefore are not yet known but suggest differences in the pathophysiology 

of the three HM species. Comparing the different groups with each other, fattening pigs 

were more frequently infected with M. parvum (36.0%) than sows (25.0%) and boars 

(4.4%). Those observations are in line with the two other porcine HM species. Possible 

explanations are discrepancies concerning the biosecurity of the farms or variations in 

the immune response of the animals. Bacterial blood loads of all three porcine 

hemoplasma species were at approximately the same level. Phylogenetic analysis of 
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a total out of seven collected M. parvum isolates confirmed the species diagnosis as 

well as the classification into the currently valid taxonomy.  

Those findings show a wide distribution of M. parvum in Germany and thus confirm the 

necessity of further work on this topic. In any case, the next step must be to raise the 

question about the impact of M. parvum on animal health and pig production. A central 

issue here will be the question on the secondary pathogenicity and immunomodulatory 

capacity of M. parvum.  
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