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1 Einleitung

Die porcine Eperythrozoonose, verursacht divigicoplasmasuis,ist eine weltweit verbreite-
te Infektionskrankheit und verlauft meist als laeemfektion. Zum Ausbruch der Erkrankung
kommt es nach Belastungen wie Geburt, Umstallersefden, schlechten Haltungs- und Fut-
terungsbedingungen oder weiteren Infektionskran&heiEbenso zahlen zootechnische Ein-
griffe und Rangkampfe zu den auslosenden Ursadbas Krankheitsbild wird bestimmt von
einer hamolytischen Anamie, Ikterus und je nachwe&chgrad Apathie, Anorexie, Dyspnoe
und Fieber bis 42°C. Die erkrankten Tiere zeigeanpyische Veranderungen an den Akren,
bevorzugt an den Randern der Ohrmuscheln. Durchebtienslange Persistenz des Erregers
im Korper kann es zu wiederholten Infektionsschikemmen. Aufgrund dessen treten ver-
zogertes Wachstum und somit verlangerte Aufzuamtt Mastperioden sowie erhdhte Anfal-
ligkeit gegentber anderen Krankheiten auf. Die &ieeigen erhdhte Empfanglichkeit flr

Durchfall- und Respirationskrankheiten.

Die vergangenen Jahrzehnte haben die unbestretoasieht gebracht, dass der Grossteil der
Infektionskrankheiten besser durch praventive alschl therapeutische MalRnahmen be-
herrschbar ist. Die Durchfiihrung von Impfprogrammsreiner der entscheidenden Faktoren
im modernen Management der Schweinehaltung. Dgeméine Widerstandsfahigkeit gegen
Krankheitserreger wird stark verbessert und deweontlige Medikamenteneinsatz kann deut-
lich reduziert werden. Die Tageszunahmen und Fudterertung werden gesteigert. Die
durch die Impfung erzielten Verbesserungen uUbestedabei die Impfkosten deutlich. Ne-
ben den wirtschaftlichen Zwangen schieben sichrdreer hoher werdenden Anforderungen
der Konsumenten an ein ,biologisches Produkt® ia Béckfeld der verarbeitenden Betriebe
und damit mittelbar auch der Schweineerzeuger.mittels Impfungen ist es heute maoglich,
den Konsumentenwunsch nach weitestgehend Antibidtéd erzeugtem Fleisch zu erfillen.
Zudem lasst sich weder durch parenterale noch donalle Applikation von potentiell wirk-
samen Antiobiotika wie z.B. Tetrazyklin eine Elingrung der Mykoplasmen erreichen.

Somit sollte im Rahmen einer Pilotstudie eine Inmgfetabliert und Uberprift werden, die es
ermoglicht, in Zukunft prophylaktisch geg®éh suisvorzugehen. Die daraus resultierenden
Ergebnisse konnten die Basis fir neuartige propdiglzhe und therapeutische Behand-

lungsmethoden sowie fur die Sanierung von Bestaddestellen.
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2 Literaturubersicht

2.1 Historischer Uberblick uiber dieMycoplasma suis-Infektion des

Schweines

Im Jahre 1928 beobachtet SCHILLING zum ersten Mal Blutausstrichen von
splenektomierten Mausen ringformige Gebilde auf @eerflache der Erythrozyten, die er
deshalbEperythrozoon coccoidesannte. Im Oktober 1931 wurden im Mittelwesten d8A
erstmals ahnliche Erreger im Blut von Schweinerugéén. Diese, bis zu diesem Zeitpunkt
unbekannte Krankheit, betraf Schweine im Alter vacht Wochen. KINSLEY (1932)
beschreibt diese als eine mit Ikterus und Anamimnélissigem Blut, Hamorrhagien in
Lunge, Herz und Nieren, geschwollener dunkler Mitdd gelbverfarbter vergro3erter Leber
einhergehende Erkrankung. Im Blutausstrich von agrkien Tieren sind Anaplasmen-
ahnliche Korper zu sehen (KINSLEY, 1932). DOYLE 329 beschreibt erstmals die
klinischen Symptome Anadmie und Ikterus zusammenApéthie, Dyspnoe und Schwache.
Auch DOYLE (1932) bezeichnet die in Giemsa-gefartBéutausstrichen sichtbaren Korper
als Anaplasmen- oder Rickettsien- &hnlich.

KINSLEY und RAY (1934) berichten erstmals im Zusaemhang mitEperythrozoon suis
Infektionen von Ohrspitzennekrosen. In den folgendehren werden immer wieder Falle mit
ahnlichen klinischen Symptomen sowie mikroskopisct pathologischen Veranderungen in
Verbindung mit Anaplasmen-&hnlichen Gebilden beasblen.

SPLITTER und WILLIAMSON (1950) bezeichnen erstmdisn fur die lkteroanamie des
Schweines verantwortlichen Erreger aufgrund derli&hkeit mit den bereits bekannten Epe-
rythrozoon-Eperythrozoon wenyomies Rindes unBperythrozoon oviges Schafes- aspe-

rythrozoon suis

KORN und MUSSGAY (1968) diagnostizieren die Eperg#toonose erstmals in Deutsch-
land im Zusammenhang mit der Aufklarung eines Samepestverdachtes. Weitere Krank-
heitsfélle in Deutschland werden erst wieder vorFRBMANN und SAALFELD (1977) pub-

liziert.
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2.2 Taxonomische Stellung voiMycoplasma suis

RISTIC und KREIER (1984) ordnen den Erreger dercip@n Eperythrozoonose der Ord-
nung derRickettsialesind darin der Familie déknaplasmataceaeu.

WahrendAnaplasmaspp in die Erythrozyten eindringen, heften sich dieeBhrozoen an
die Zelloberflache (NEIMARK et al., 2001). Aul3erdemeisen POSPISCHIL und HOFF-
MANN (1982) nach, das&. suisim Gegensatz z#naplasmaspp. von einer einfachen

Membran umgeben ist.

Vergleiche von Sequenzanalysen des 16S rRNA-Gem& veuisund Haemobartonellapp.
mit Hilfe der Polymerasekettenreaktidrestatigen die Vermutung, dakkemobartonella
spp. undE. suisnahe verwandt mit der Famillycoplasmataceasind (RIKIHISA et al.,
1997).

Aufgrund dieser phylogenetischen Verwandschaft imdn phanotypischen Eigenschaften
(keine Zellwand, Parasiten der Erythrozyten, ketnazellularer Parasitismus, geringe Gros-
se, keine Flagellen, Resistenz gegen Penicillinpfanglichkeit gegen Tetrazyklin) werden
die beiden Genergperythrozoorund Haemobartonellaaus der Ordnun@ickettsialesn die
Familie Mycoplasmatacea@mklassifiziert (TASKER et al., 2003; MESSICK dt, 2002;
NEIMARK et al., 2002; 2001; RIKIHISA et al., 1997).

Die haemotrophen Mykoplasmen bilden eine neue Geuppg innerhalb des Genus
Mycoplasmaund werden auch als Haemoplasmen bezeichnet (NRIét al., 2001).

Mycoplasma suisst speziesspezifisch und kann nicht auf andeseaften tUbertragen werden
(THACKER, 2006). Ebenso ist es nicht moglich Scheemit E. ovis oder E. wenyonizu
infizieren (SPLITTER, 1950b).

2.3 Morphologie von Mycoplasma suis

Der Erreger der Eperythrozoonose hat einen Durcéene®n 0,3 bis 3 um. Er ist pleomorph
und wird von einer einzelnen Zellmembran umschiosgge kernlosen haemotrophen My-
koplasmen besitzen kleine Granula und einige filstgse Strukturen im Cytoplasma (MES-
SICK, 2004).

Das Genom baut sich aus einer zirkularen, dop@aeigipen DNA mit einer Gro3e von 745
kbp (M. suis Messick et al., 2000) auifl. suisist aufgrund seiner sehr kleinen Genom- und
Bakteriengré3e gerade noch in der Lage sich selbseplizieren. Fur die Vermehrung der
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Mykoplasmen ist der enge Kontakt mit der Erythremgberfliche essentiell. Fi#. suis
konnten mindestens drei verschiedene Vermehrurdisatauf den Erythrozyten beobachtet
werden: kleine kokkoide unreife, jugendliche didkasige und reife ringformige Bakterien
(LIEBICH und HEINRITZI, 1992; ZACHARY und BASGALL1985).

Haemotrophe Mykoplasmen sind in Vertiefungen unddBllungen der Erythrozyten-
membran zu finden. Im Elektronenmikroskop ist zkeenen, dass ein ca. 15-30 nm breiter
Spalt die Bakterien von der Erythrozytenoberfladchennt. Die Bindung zwischen hae-
motrophen Mykoplasmen und der Erythrozytenmembrdalge mittels feiner fibrillarer
Strukturen (ZACHARY und BASGALL, 1985; MESSICK, 240

2.4 Vorkommen und Bedeutung von haemotrophen Mycopkmen

Weltweit findet man bei einer Vielzahl von Wirbeklten, wie z. B. Katze, Hund, Maus,
Schwein, Schaf und Ziege, Rind, Lama, Opossum (MEES2004) und beim Rentier
(STOFFREGEN et al., 2006) haemotrophe Mykoplasmerch beim Pferd und bei Zootie-
ren wie z.B. Maras konnten bei neueren Untersuatitgpemoplasmen-ahnliche Bakterien

beobachtet werden.

Haemotrophe Mykoplasmen sind sehr wirtsspezifigiisTIC und KREIER, 1984) und kén-

nen bei ihren Hauptwirten lebendsbedrohende akdmeolytische Anamien und Immunsup-
pression verursachen. In einigen UntersuchungermemHinweise darauf gefunden, dass
haemotrophe Mykoplasmen auch bei Primaten und béemschen vorkommen (YANG et

al., 2000; DUARTE et al., 1992; KALLICK et al., 108

Eine immer grosser werdende Bedeutung gewinnemakenotrophen Mykoplasmen in der
Kleintierpraxis. Bei Katzen findet man weltweit dneerschiedene SpezieM( haemofelis
CandidatusM. haemominutum und&andidatusM. turicensis). Diese unterscheiden sich in
ihrer Virulenz und dadurch auch in ihrer kliniscigedeutung erheblich voneinander (WILLI
et al., 2005)M. haemofeligst die virulenteste der drei Spezies und verunsachwere bis

lebensbedrohende Anamien bei immunkompetenten Katze

Die durchM. suisverursachte porcine Eperythrozoonose ist zahlesidViertffentlichungen
zufolge weltweit verbreitetDa die Erkrankung tUberwiegend Kklinisch inappareetiawuft,
vermutet SPLITTER (1950a), dass die Infektion wégdn haufiger verbreitet ist, als sie

nachgewiesen wird.
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2.5 Pathogenese und Immunologie

Mycoplasma suikann hamatogen im Rahmen von zootechnischen wandgeutischen Ein-
griffen (kontaminierte Injektionskanilen, kontanairies Operationbesteck, Oberkieferschlin-
gen) oder durch blutsaugende Arthropoden (Schwasiisdiamatopinus sujsRaudemilbe
Sarcoptes suignd Stechmuicken) tUbertragen werden (HEINRITZI,00990rale Infektionen
durch Urin wurden von HEINRITZI (1990b) beschrieben

Aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen ikaimet, dass sicMycoplasma suisnit
einem Abstand von 30 nm an die Erythrozytenmemiarameftet. Mit Hilfe von fibrillaren
Strukturen bindet es an die Oberflache der Wirtbeogyten. Dadurch verandert sich die E-
rythrozytenoberflache und es kommt zu Invaginatonaed Umlagerungen im Zytoskelett
(ZACHARY und BASGALL, 1985).

Es ist allerdings noch unklar, aus welchen Proteidese Adherenz-Strukturen aufgebaut
sind. Durch Proteom- und Immunom-Analysen mit aheBlendem Screening einkt. suis
Genom-Datenbank konnten bislang z\WeisuisProteine aufgeklart werden, die mdglicher-
weise Bestandteil eines Adhéasionskomplexes sindHIEKDE et al., 2007c; HOELZLE,
2007; HOELZLE et al., 2007a). Beide Proteine, MSBIL suisGAPDH-like protein 1) und
HspAl (Heat shock protein Al), konnten durch immelaktronenmikroskopische Untersu-
chungen auf der Oberflache dér suisZellmembran lokalisiert werden. Sie sind immunogen
und heften sich an die Oberflache der ZellmembranSchweineerythrozyten (HOELZLE et
al., 2007c; HOELZLE et al., 2007a). Nicht adherehteoli erhalten durch Oberflachen-
standige Expression von MSG1 die Eigenschaft anipeiErythrozyten zu binden (HOELZ-
LE et al., 2007c).

Als Folge dieser Alterationen der Erythrozytenmeambwird wahrend der akuten porcinen
Eperythrozoonose eine milde lytische Andmie hergarten, die spater nach Induktion von
Kalteagglutininen von einer schwerwiegenden immamdblytischen Anamie abgel6st wird
(ZACHARY und SMITH, 1985; JUNGLING et al., 1994).idDKalteagglutinine sind Anti-
korper der Klasse IgM (Immunglobuline vom Typ M)ACHARY und SMITH, 1985;
JUNGLING et al., 1994) und richten sich nicht gegim Erreger selbst, sondern gegen ein
Carbohydrat-Antigen auf der ErythrozytenmembraArftigen). In neueren Untersuchungen
zur humoralen Immunantwort in m¥. suisinfizierten Schweinen konnten neben autoreakti-
ven Kalteagglutininen erstmals auch Autoantikorder Klasse IgG nachgewiesen werden
(HOELZLE et al., 2006). Die erregerspezifischen iRorper fallen im Blutserum kranker
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Schweine bei der akuten Eperythrozoonose signifiednund parallel dazu kommt es zu ei-
nem drastischen Anstieg von IgG-Antikorpern, digege Autoantigene gerichtet sind. Es
konnte in initialen Untersuchungen nachgewieserdergrdass eine Reaktion der Autoanti-
korper gegen das Aktin von Schweineerythrozytettfstdet (HOELZLE et al., 2007c). In
aktuellen Studien wird derzeit die genaue Epitap#&ur der Autoantigene erforscht und
untersucht, ob einBl. suisinfektion zur Modifikation des wirtseigenen Aktifishrt oder ob
der Erreger orthologe Strukturen besitzt, deren umotogische Beantwortung zum Phéano-
men des sogenannten Molecular mimicry beitragt (BRB und INMAN, 1999). ZACHA-
RY und SMITH (1985) diskutieren, ob durch eikke suisinfektion Modifikationen an der
Erythrozytenmembran stattfinden. Die im Blutserumitratenden Autoimmunantikérper der
Klasse IgM fuhren bei niedrigen Temperaturen zerfkgglutination. Durch ihre Anwesen-
heit in den unterhalb der Kérpertemperatur liegaendérperregionen, wie den Ohren, Extre-
mitdten oder anderen, kommt es zu Mikroagglutimatiod als Folge davon zu Durchblu-
tungsstérungen. Aus diesen resultieren Zyanosenbendingerem Andauern Nekrosen an
diesen Korperregionen (BUGNOWSKI et al., 1986). Radteagglutinine richten sich gegen
die Erythrozyten und beschleunigen deren Phagozysmsdass die Eperythrozoonose zu den
autoimmunhamolytischen Anadmien gezéahlt werden K&@FFMANN et al., 1981). Durch
das mononukleare Phagozytosesystem werden Erradegaschadigte Erythrozyten erkannt
und eliminiert (POSPISCHIL und HOFFMANN, 1982). Dierstarkte Phagozytose und E-
rythrozytolyse fuhrt durch die erhdhte Eisenablaggrzu einer Hamosiderose in Milz, Leber
und Lymphknoten sowie zu einer voribergehendemuBilnamie (THIEL, 1983).

Neben den Zyanosen an den Akren sind die Kaltedggia fir die Unterdriickung der
T-Zell-Blastogenese, insbesondere der T-Helferefellerantwortlich. Thr Haupteffekt kann
somit in ihrer immunsupprimierenden Aktivitat gesehwerden (ZACHARY und SMITH,
1985).

Die Schweine zeigen bei der akuten Eperythrozooeosn lebendsbedrohlichen Abfall der
Blutglucosewerte, der mit dem Stoffwechsel Wdnsuisin Verbindung steht (HEINRITZI et

al., 1990; SMITH et al., 1990). In neueren Studkemnte eine Ubereinstimmung fiir das
M. suisProtein MSG1 zu einer bakteriellen Glyceraldehyms$phat-Dehydrogenase (Enzym
innerhalb des Kohlenhydratstoffwechsels) gefundenden (HOELZLE et al., 2007c). Fur

rekombinantes MSG1 konnte in vitro eine GAPDH-Ak&Y nachgewiesen werden.

Haemotrophe Mykoplasmen sind bislang nichtitro kultivierbar. Dies erschwert die voll-
standige Aufklarung der Pathogenese und Immunoldgigporcinen Eperythrozoonose.
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2.6 Klinisches Bild

Die porcine Eperythrozoonose verlauft in der Reglsl latente Infektion (HEINRITZI.,
1984a). DieM. suisInfektion wird auch als Faktorenkrankheit bezesth(HEINRITZI,
1989), da es vor allem nach Belastungen, wie Geghlmistallen, Absetzen, bei schlechten
Haltungs- und Futterungsbedingungen oder andefehtionskrankheiten zum Ausbruch der
Krankheit kommt (BOLLWAHN, 1982; HEINRITZI, 1989; RESHAM und ROGERS,
1994). HENRY (1979) berichtet von einem gehaufteritr®ten von Sekundarinfektionen wie

bakterielle Pneumonien oder Enteritiden.

Schweine jeder Alters- und Nutzungsgruppe kénnem siit M. suisinfizieren (THACKER,
2006). Das Erscheinungsbild der porcinen Eperythooase ist uneinheitlich und nicht im-
mer charakteristisch bei allen erkrankten Tieretd @IOWSKI et al., 1986).

Infizierte und erkrankte Saugferkel entwickeln zr&isenapplikation Andmie, geringgradigen
Ikterus, Saugunlust und bleiben in ihrer Entwickjum Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern
zurick (BUGNOWSKI et al., 1986).

Die klinischen Symptome bei den Absatzferkeln, kefmfund Mastschweinen sind Anamie,
Ikterus, Kurzatmigkeit, Anorexie, geringe Gewichisahme, struppiges Haarkleid, Anstieg
der Korpertemperatur bis zu 42°C und zyanotischeiMi#erungen an den Akren, vor allem
an den Randern der Ohrmuscheln (HEINRITZI, 199B8ajmie und lkterus werden als cha-
rakteristische Symptome der Eperythrozoonose ahgeseso dass von einer Ikteroanamie
gesprochen wird (ROBB, 1943; SPLITTER, 1950a).

Der chronische Verlauf devl. suisinfektion kann neben Kiimmern und Blasse zu aHergi

schen Hautveranderungen in Form von hdmorrhagisbrehesen fiihren. Diese entsprechen
entweder dem Bild einddorbus maculosumit zahlreichen etwa stecknadelkopfgrof3en Pe-
techien, insbesondere an den Bauchseiten, sowibyElasen an Ohren und Gliedmal3en,

oder dem Bild einer Urtikaria (BUGNOWSKI et al.,8® HEINRITZI, 1990a).

Bei den Sauen kann ein Zusammenhang zwischen Ke&sihsbruch und Belastungen beo-
bachtet werden. Nach HENRY (1979) unterscheidet maschen der akuten und der chroni-
schen Verlaufsform. Bei einer akut®h suisinfektion erkranken die Tiere meist drei bis vier
Tage nach dem Umstallen in den Abferkelstall (BUGMEKI et al., 1986; HEINRITZI,
1990a). Die Sauen zeigen flr ein bis drei Tage é&xier Fieber bis 42°C, Mamma- und Vul-
vaddeme, sowie ikterische Skleren (BROMEL und ZETTIA85). Chronische Infektionen

fuhren zu dem sog. ,thin sow syndrom®, das einhlergeit Kimmern, Blasse und Gewichts-
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verlust (BROMEL und ZETTL, 1985). Der EinfluR eirdr suisinfektion auf die Fruchtbar-
keit wird in der Literatur unterschiedlich diskutieZINN et al. (1983) und HEINRITZI
(1990a) konnten keine merklichen Auswirkungen aef Reproduktionsleistung feststellen.
BROWNBACK (1981) berichtet von Umrauschen, Unfrioarkeit, Aborten sowie die Ge-
burt von Mumien und kleine Wurfgré3en. In serolagipositiven Herden konnten SISK et
al. (1980) ebenfalls Fruchtbarkeitsprobleme, unregBige Zyklen, kleine Wurfe, Aborten,
Frihgeburten und lebensschwache Ferkel beobacB@HWEIGHARDT et al. (1986) be-
richtet von verlangerten Absetz-Ostrus-Intervalien bis zu 60% der Muttertiere, Brunstlo-
sigkeit und Umrauschen. 70% der Zuchtsauen zeigtst partum Uber mehrere Monate

,MMA-Syndrom*" &hnliche Symptome mit 6dematisiert&esauge.

In experimentell infizierten Schweinen lassen diématologisch wahrend einer akuten Epe-
rythrozoonose zwei Phasen unterscheiden (ZACHARY SMITH, 1985):

(1) Im frihen Stadium lassen sich sehr hohe Erregegen im Blut, eine lebensbedrohli-

che Hypoglykamie, eine leichte Bilirubindmie undeegeringe Anéamie beobachten

(2) Das spate Stadium ist gekennzeichnet durch siheiere Andmie, geringe Erreger-
zahlen im Blut, eine Spontanagglutination der Engzlgten bei niedrigen Temperatu-
ren, eine voribergehende Thrombozytadmie und eifderBilirubinamie

Uber die Morbiditat und Letalitat wurde nur veredttizberichtet. Die Morbiditat bei mit
M. suisinfizierten Saugferkeln liegt zwischen 15% und 2(PRESTON und GREVE, 1965;
MULLER und NEDDENRIEP, 1979). BERRIER und GOUGE %49 berichten von einer
Letalitat bei unter einer Woche alten Saugferkelh emem Ferkel pro Wurf. Die Letalitat
innerhalb eines Bestandes wird zwischen 1% und 30¢egeben (QUINN, 1938; ROBB,
1943).

2.7 Pathologisch-anatomische und —histologische \&rderungen

Bei der Sektion infizierter Tiere beobachten KINM.E.932) und DOYLE (1932) als auffal-

ligstes Merkmal einen generalisierten lkterus, diissiges, wassriges Blut sowie Ha-
morrhagien in der Lunge, im Herz und in den NiefBAIEL (1983) berichtet von einer stark
pulpdsen Milzschwellung mit einer etwa vierfachealdmenvermehrung des Organs. Die
Leber, die ebenfalls vergréssert sein kann, waisdfilrmige Aufhellungen oder generalisier-
te gelb-braune Verfarbungen bis zur mosaikartigeichthung der Lappchenzentren auf
(BUGNOWSKI et al., 1986). Die Gallenblase ist mela@ineartiger Gallenflussigkeit gefullt
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(BROMEL und ZETTL, 1985). Bei chronischem Krankisg#rlauf zeigen sich Hydrothorax,
Hydropericard, sowie Ascites mit gelblicher Flliggi. Magen- und Darminhalt sind gallen-
artig verfarbt (ROBB, 1943).

Pathologisch-histologisch weisen die Leberlappchemirale nekrotische Areale auf. In der
Peripherie der Nekrosen sind die Gallenkapillarérzahlreichen Gallethromben gefiillt. Die
Kupfferschen Sternzellen beinhalten grosse Mengamdsiderin, welches durch die Berli-
ner-Blau-Reaktion im Bereich der zentrolobuléremémmekrosen nachweisbar ist. Auch die
Retikulumzellen der Milzpulpa speichern Hamosid€fiIEL, 1983; BUGNOWSKI et al.,
1986; BUGNOWSKI, 1987). Die Aktivierung der Myelogse, insbesondere der Erythropoe-
se, im Knochenmark fuhrt zu einer Linksverschiebung nur wenigen Normoblasten
(HOFFMANN und SAALFELD, 1977; THIEL, 1983).

2.8 Differentialdiagnose

Die porcine Eperythrozoonose zeichnet sich durdir saterschiedliche klinische Erschei-
nungsbilder aus. Daher sind differentialdiagnoktisbhangig vom Alter und den Gewichts-
klassen der Tiere, verschiedene Krankheiten zursutben (HEINRITZI, 1984a). Die
Thrombozytopenische Purpura der Saugferkel istnieeigeborenen Ferkeln in Betracht zu
ziehen. Sie ist auf eine Antigen-Antikdrperreaktmurickzufiihren. Bei mehrmaliger Paa-
rung mit demselben Eber ist eine Sensibilisierund) kimmunisierung der Sau gegen paterna-
le Thrombozyten-Antigene der Ferkel zu beobachthder Kolostrumaufnahme kommt es
zu Unvertraglichkeitsreaktionen mit den Thrombonytkes Ferkels. Die betroffenen Ferkel
zeigen Blasse, Mattigkeit, petechiale bis flachéehBlutungen in der Subkutis und sterben
nach wenigen Tagen (SCHMIDT et al., 1977).

In den Mittelmeerlandern, in Afrika und Stdostewrgind die dort vorkommenden Blutpara-
siten wie Trypanosomen und Babesien differentigigistisch abzuklaren (ROMMEL,
1992).

Beim Schwein ist eine der haufigsten UrsachenKterus eine Intoxikation. Neben Kohlen-
teerderivaten und Dinitroverbindungen verursachastgsensibilisierende Pflanzen, toxische
Unkrautsamen, Gossypol und Cyanamid einen IkteHIEINRITZI, 1984a; HEINRITZI,
1986).

Die Durchblutungsstérungen der Akren sind kein pgttomisches Merkmal fur die Epe-

rythrozoonose. Zyanotische Veranderungen an dem@uchel kdnnen auch durch Rechts-
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Herz-Insuffizienz, Thromboendokarditis valvuladigi schweren Pneumonien, bei einer Sal-
monellen-Infektion, aber auch bei Vergiftungen, Wiein- oder Nitrat-Nitrit-Vergiftung auf-
treten (HEINRITZI, 1984; BUGNOWSKI et al., 1986).ieDebenfalls bei langanhaltenden
eperythrozoonotischen Anfallen vorkommenden Nekrats Ohrrander sind auch bei Ergo-
tismus, nach Erfrierungen oder nach paravendselilégpion reizender Medikamente anzu-
treffen (HEINRITZI, 1990b).

Bei allergischen Hautveranderungen, wie sie bebribchenM. suisinfektionen auftreten,
muss differentialdiagnostisch an die Schweinepedaght werden (KORN und MUSSGAY,
1968). Die Eperythrozoonose geht einher mit eirearkdozytose und einer spater auftretenden
Anamie, wahrend bei einer Schweinepest eine Leukepkei relativer Lymphozytose zu
erwarten ist (HEINRITZI, 1990b).

2.9 Diagnose

2.9.1 Klinische Diagnose

Eine sichere Diagnose einbt. suisinfektion kann nur zum Zeitpunkt des akuten Krank-
heitsgeschehens gestellt werden (HEINRITZI, 19908ben den Leitsymptomen Fieber,
Anamie und Ikterus kénnen Apathie, Anorexie, Zyamoand Nekrosen an den Akren sowie
allergische Hautveranderungen ebenfalls eine Begseiheinung der Eperythrozoonose sein.
Diese klinischen Symptome findet man bevorzugtereltieren nach zootechnischen Ein-
griffen und anderen besonderen Belastungen wie l&amgfe und Umstallen (BOLLWAHN,
1982; HEINRITZI, 1984a; HEINRITZI, 1990a).

2.9.2 Hamatologische und serologische Veranderunge

Klinisch gesehen findet man bei der Eperythrozoendss typische Bild einer normochro-
men, normozytaren Anamie. Dies wird im roten Blldtldurch den parallelen Abfall der E-
rythrozytenzahl, des Hamatokritwertes und des Héoboggehaltes wahrend der bakteria-
mischen Phase deutlich (BOLLWAHN, 1982; HEINRITZB84a; HEINRITZI, 1990a). Das

Blut erscheint dunnflissig, wassrig und lackfarkei. Abkihlung auf Raumtemperatur zeigt
es eine Mikroagglutination, wobei der Blutfilm fgmeselig an der Wand des EDTA-
Rohrchens herunterlauft (HEINRITZI, 1984a; HEINRITZ990a). Die Spontanagglutination
fuhrt zu einer erhdhten Blutsenkung. Beide Ersalnagen werden durch die Kalteagglutinine

hervorgerufen, die bei eindt. suisinfektion gebildet werden.
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Das weil3e Blutbild verandert sich im Sinne einautraphilen Leukozytose (BOLLWAHN,
1982).

Wahrend der klinisch akuted. suisinfektion kann man einen drastischen Abfall degtBI

glukosespiegels mit Werten zwischen 10 bis 20 my ¢ir beobachten (ZACHARY und
SMITH, 1985). Sogar Werte unter 10 mg/dl konntestgestellt werden (PETERANDERL,
1988). Der Glukoseverlauf im Serum verhalt sich ak&nrt proportional zur Anzahl der Er-
reger im Blut (PETERANDERL, 1988).

Der Gehalt an Bilirubin im Serum ist geringgradip@ht. Der Saure-Basenhaushalt ist wah-
rend eines akuten Anfalls im Sinne einer respirstben und metabolischen Azidose veran-
dert (HEINRITZI et al., 1990; HEINRITZI, 1990b).

Es kommt ein bis zwei Tage vor dem Hohepunkt deité&&mie zu einer deutlichen Erho-
hung der Mykoplasmen. Zum H6hepunkt des akuten IBnéand sie in Massen im Ausstrich
feststellbar. Zeitgleich dazu kann eine langsameafime des Hamoglobin- und Hamatokrit-
gehaltes sowie der Erythrozytenzahl und ein Anddieg Bilirubingehaltes beobachtet werden
(BUGNOWSKI et al., 1986).

2.9.3 Mikroskopischer Erregernachweis

Der sichere Nachweis einer Eperythrozoonose imaBkgtrich ist nur wahrend eines akuten
Anfalls moéglich (HEINRITZI, 1990a).

Eine gute Ausstrichqualitat ist nétig, daruit suismit ausreichender Sicherheit im Lichtmik-

roskop dargestellt werden kann. Um die bei eineoteak Anfall entstehende Erythrozyten-

Agglomeration durch die Kélteegglutinine zu verterm muss das Blut und der Objekttrager
vor dem Ausstreichen auf 38°C erwarmt werden (HEHINR 1990a).

Die Giemsa-Farbung ist die am weitesten verbreRérdemethode zur Sichtbarmachung von
M. suisim Blutausstrich (HEINRITZI, 1990a). Bei dieser farbung als auch beim Nachweis
mit Schnellfarbemethoden (Testsimplets®, Boehrinlygnnheim) ist es moglich, dass Arte-
fakte wie Verunreinigungen oder Farbausfallungdscfidicherweise ald$l. suisangesehen
werden (HEINRITZI, 1990a). Ein weiterer Nachteil, idass bei einer chronischen Form der
Eperythrozoonose die Bakterien mit Giemsa oder &apgm nicht von der Erythrozyten-
membran abgegrenzt werden kénnen (LIEBICH und HETMR 1992). Mit Hilfe der Akri-
dinorange-Farbung lasst sidh. suisin seiner unterschiedlichen Form unter dem Fluores
zenzmikroskop darstellen (KREIER und GOTHE, 19H%i dieser Methode sinMl. suis-
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Partikel wahrend der akuten Phase als hell- bikelorange Punkte, im chronischen Verlauf
als hellgelbe bis hellgrine kleine Punkte am Raed Erythrozyten oder frei im Plasma
nachweisbar (HEINRITZI, 1990a; HEINRITZI, 1990b;HBICH und HEINRITZI, 1992).
Auch bei schwachem Befall kénnen die Erreger daia$ orange Leuchten vor dem dunklen
Hintergrund gut erkannt werden. Durch die Anfarbuleg Kerne und Kernreste besteht die
Gefahr, dass die unreifen Erythrozyten und Jollyge€dchen zu Fehlinterpretationen fuhren
kdnnen (HEINRITZI, 1990a).

Durch die intravendseApplikation von Tetrazyklinnuttelbar vor der Blutentnahme ist es
moglich, M. suisals hellgelbe bis weil3e Punkte am griin gefarbtgthBzyten sichtbar zu
machen (HEINRITZI, 1990a).

Abbildung 1: Akridinorange-Ausstrich wahrend einesakuten Anfalls

Im Durchschnitt findet man im akuten Eperythrozasménfall zwischen 80 und 90 % der
Erythrozyten ald\. suisinfiziert. Der Nachteil der Mikroskopie liegt ilmerer niedrigen Sen-
sitivitat und Spezifitat, da die Zeitspanne einehear identifizierbaren Bakteriamie sehr kurz
ist. Zudem l&sst sich bei stark anamischen als ahmimisch infizierten Tiere keine Bakteri-
amie diagnostizieren (HEINRITZI, 1990a).

2.9.4 Biologische Diagnose

In der Vergangenheit wird die Splenektomie verdgehtTiere als einzig sichere Methode
genannt, um eine Eperythrozoonose nachzuweisen a@aszuschliellen. Bei vorhandener
M.suislInfektion tritt bei den betroffenen Schweinen irfmab von sechs bis zehn Tagen nach

der Splenektomie das Erscheinungsbild eines akéitdalls auf. Alternativ ist es mdglich,
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Vollblut des zu testenden Tieres auf bereits spemeierte Schweine zu lbertragen. Das
Spendertier gilt als positiv, wenn beim Empfangerin einem Zeitraum von sechs bis zehn
Tagen klinische Symptome einer akuddnsuisinfektion beobachtet werden (BOLLWAHN,
1982; HEINRITZI, 1984b).

Die Diagnose kann durch einen Erregernachweis um iB#stéatigt werden.

Als Ursache fur die drastische Vermehrung der My&smen nach der Splenektomie ist in
der Filterfunktion der Milz zu sehen. Die befallarngrythrozyten kénnen nicht mehr zerstort
werden, so dass es zu einer massenhaften Vermedemgrregers kommt (HEINRITZI,
1990Db).

2.9.5 Serologische Nachweisverfahren

Mit Hilfe der serologischen Nachweisverfahren stnedglich,M. suisinfektionen auf3erhalb
eines akuten Anfalls und damit in Phasen zu erkgnimedenen nur eine geringe Mykoplas-
menzahl im Blut beobachtet werden kann.

In der Vergangenheit sind drei serologische Vedahrur Bestimmung der serologischen
Anitikorper entwickelt worden: eine Komplementbimgisreaktion (KBR; SPLITTER, 1958;
SCHULLER et al., 1990), ein indirekter Hamagglutioas-Test (IHA; SMITH und RAHN,
1975; BALJER et al., 1989) und ein ELISA (SCHULLERal., 1990).

Komplementbindungsreaktion

Die Komplementbindungsreaktion (KBR) wird erstmats SPLITTER (1958) als Nachweis
einerM. suisInfektion beschrieben. Das Ergebnis des KBR-Tis$t bis 7 Tage nach einer
akuten Eperythrozoonose und bei wiederholt aufidda Krankheitsausbriichen fir 14 bis
21 Tage positiv (SPLITTER, 1958). Latent infizieTtere reagieren negativ.

SCHULLER et al. (1990) konnten bei infizierten,eaptktomierten Schweinen einen héheren
Antikorpertiter als bei infizierten, nicht splenehktierten Tieren feststellen. Dies wird auf
eine Abhangigkeit zwischen Erregervermehrung inm Tired Auspragung des Antikorpertiters

zurtuckgefuhrt.
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Indirekter Hamagglutinations-Test

Nach Untersuchungen von SMITH und RAHN (1975) kdénnat Hilfe des indirekten Ha-

magglutination-Tests (IHA) auch latent infiziertéefle erkannt werden. Allerdings ist diese
Studie nur an splenektomierten Tieren durchgefivotden. Nach Untersuchungen von
BALJER et al. (1989) kénnen bei nicht splenektobeiey latent infizierten Tieren ohne aku-

ten Anfall kein oder nur ein sehr geringer Antikér{iter in der IHA nachgewiesen werden.

Der IHA ist an das Vorhandensein von IgM-Antikorggbunden. Es handelt sich um Kal-
teagglutinine, die nicht spezifisch gegen die Myksmen, sondern gegen die durch den Er-
reger geschadigte Erythrozytenmembran gerichtet (8MITH und RAHN, 1975; ZACHA-
RY und SMITH, 1985; HEINRITZI, 1990a).

Erst nach klinischer Manifestation der Erkrankunigplgt der Anstieg des Antikdrper-Titers,
der Uber 2 bis 3 Monate persistiert und dann wiedbdllt. Bei infizierten Tieren ist ein cha-
rakteristischer wellenférmiger Verlauf des Antikérpriters zu beobachten. Grund dafur ist,
dass jeder neue Klinische Anfall eine erneute Ampkr-Produktion auslést. Eine typische
Boosterreaktion im Sinne eines immunologischen Glemidsses bleibt dabei aber aus (BAL-
JER et al., 1989). Der Nachweis des Antikorper+$itst nur in einem kurzen Zeitraum maog-
lich. Das ist fur eine Infektionskrankheit untygiscAls Grund dafir werden die IgM-
Kalteagglutinine genannt, die in zeitlicher Abhaigiit von einem. suisBakteridmie und

nicht bereits zum Zeitpunkt der Infektion gebildetrden.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

SCHULLER et al. (1990) gelingt es zum ersten Maifikorper gegem. suismittels eines
indirekten ELISAs festzustellen. Die AufreinigungsiM. suisAntigens erfolgt nach der Me-
thode von SPLITTER (1958). Hierbei wird der Erregaht von der Erythrozytenmembran
getrennt und die Praadsorption der zu untersuclmeSdesn mit Schweineerythrozyten dient
dazu, eine unspezifische Reaktion der im Serumadietien IgM-Antikorper mit den in der
Ag-(Antigen)-Préaparationen vohandenen Erythrozyrenverhindern (SCHULLER et al.,
1990).

Um den 13. Tag nach einem akuten Anfall kommt esplenektomierten Tieren zu einem
Antikorper-Titeranstieg, der Uber sieben Wochertdiemn bleibt. Bei nicht splenektomierten
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Schweinen zeigt sich zwischen der dritten und deftén Woche ein positives Ergebnis mit
einem geringeren Titeranstieg im Vergleich zu spktomierten Tieren (SCHULLER et al.,
1990). Aufgrund des sehr unterschiedlichen Titdewds der einzelnen Tiere, vermutet
SCHULLER et al. (1990), dass die Reaktion des k@&@genen Immunsystems und die davon
abhangige Antikdrperausbildung davon abhangiginstjeweit eine Erregervermehrung im
Tier stattgefunden hat. Die Titerauspragung stehtirekten Zusammenhang mit der Viru-
lenz der verwendten Stamme (SCHULLER et al., 1990).

Diese serologischen Nachweisverfahren kbnnen giHdéirdendiagnostik verwendet werden,
das Aufspiren einzelner, infizierter Tiere ist abafgrund der immer wieder auftretenden
falsch-negativen Titer, bedingt durch die wellendiiye Antikérperproduktion, nicht mdglich
(HEINRITZI, 1990a; SCHULLER et al.,1990). Ein weais Problem ist die fur Infektions-
krankheiten atypische kurzzeitige Antikdrperpeesigt Es kommt zu keiner Ausbildung von
protektiven Antikdrpern und dadurch haufig zu falsegativen Ergebnissen (BALJER et al.,
1989; HEINRITZI, 1990a).

Ferner besitzen alle drei serologischen Tests dmrhidil, dass sie mit komplexen, nicht ge-
nau definierterM. suisAntigenen, die aus dem Blut von experimentellzigiiten Schweinen
aufgereinigt werden, durchgefihrt werden miissehalNén drei Verfahren ist ausserdem nur
der Nachweis der Kalteagglutinine der Klasse IgMghoth. Naher spezifiziertéVl. suis-

spezifische Immunglobuline der Klasse G werdentrgeimessen.

HOELZLE et al. (2006) arbeiten an der Etablierumeger serologischer Nachweisverfahren.
Dazu wird zunachst eine detaillierte Analyse denaralen Immunantwort gegevh. suisund
der Antigenstruktur vom. suisdurchgefiihrt. Das Testantigen wird aus dem Blfizigrter
Schweine gewonnen. Als Zielproteine einer IgG-Imantwort wahrend eineM. suis
Infektion werden ach¥l. suisspezifische Antigene (p33, p40, p45, p57, p61, p83) nach-
gewiesen. Drei dieser Proteine (p40, p45, p70)eregich als Hauptantigene, da sie im Ver-
lauf einer Infektion ab dem 14. Tag p.i. bis zund&mles Versuchszeitraumes vom Immun-
system beantwortet werden. Die Forschungsgruppe HOELZLE et al. (2006) kénnen
nachweisen, dass mit déh suisTestantigenen auch porcine Immunglobuline mit argg
nigt werden. Durch Depletion dieser Immunglobulmed die Spezifitdt und Sensitivitat ei-
nes auf Blutpraparationen basierten ELISAs sigmifkeerbessert. Zwei unterschiedliche

Testsysteme stehen derzeit fur eine Erreger-speladi Serodiagnostik zur Verfligung:
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(1) Ein ELISA mit Ig-depletierterM. suisAntigen

(2) EinM. suisspezifischer Western Blot

Zwei der Hauptantigene (p40=MSG1, p70=HspAl) wenddombinant irE. coliexprimiert
und als Testantigene im ELISA eingesetzt. Rekonten&roteine erméglichen eine vitro
Produktion von Testantigenen. Dadurch ist bei dé@p&ation deMM. suis Antigene kein
Tierversuch mehr nétig. Ein Vorteil, der zukinfidgn Einsatz de. suisSerologie auch in
Routinelabors mdglich macht (HOELZLE et al., 2006).

Die Western Blot-Analyse hat den Vorteil, dass dule Auftrennung des heterogenen Pro-
teingemisches in der SDS-Page der NachweidWaosuisspezifischen Partialantigenen mog-
lich ist. Ab einer bestimmten Nachweisgrenze ist\§estern Blot unabhangig von der Erre-
gerzahl und der daraus resultierenden Ak- Bilduby. Western Blot ist somit ein qualitati-
ves Nachweisverfahren im Gegensatz zum ELISA. Dmtedl gegenuber der KBR, der IHA
und dem ELISA besteht darin, dass spezifisch gé&@iesuisPartialantigene gerichtete Anti-

korper und keine Kélteagglutinine gemessen werBEGHER, 2003).

2.9.6 Molekularbiologischer Nachweis vonMycoplasma suis mittels PCR
Molekularbiologischer Nachweis vonM. suis

Der erste molekularbiologische Nachweis wird vonEBST et al. (1990a) publiziert. Sie
isolieren Gesami4. suisDNA, mit deren Hybridisierung eine Detektion vih suisDNA

im Vollblut experimentell infizierter Schweine mdgh war. Radioaktiv markiert®!. suis

DNA wird als Sonde eingesetzt. Anhand von Slot-Blgbridisierungen und herkdmmlichen
Southern-Blot-Hybridisierungen wird die Spezifiddr DNA bestimmt. Einzeltiere konnten
in dieser Studie unter experimentellen Bedingungknpositiv identifiziert werden. Eine
Standardisierung des gesamten Vorgangs ist niclglichd da infizierte, splenektomierte
Schweine als Erregerreservoir dienen mussen unbN# in der Quantitat abh&ngig von der

Schwere der Bakteriamie variiert.

Der gleichen Arbeitsgruppe (OBERST et al., 1990blingt es mittels verdautevl. suis
DNA eine Gendatenbank zu erstellen. EInsuisspezifischer rekombinanter Klon (KSU-2)
konnte durch Hybridisierung mit radioaktiv markesrtM. suisDNA identifiziert werden.
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Diese rekombinante DNA hybridisiert spezifisch rdigr DNA von gereingterM. suis
Organismen, als auch mit der DNA, die direkt aus dut infizierter Schweine isoliert wird
(OBERST et al., 1990b).

Die Etablierung eineM. suisspezifischen PCR wird von GWALTNEY et al. (19983tenals
publiziert. Diese PCR erlaubt die Detektion vomidch inapparenten sowie akut infizierten
Tieren. Die Primer werden aus der DNA-Sequenz d8b-&-Klons nach Restriktionseny-
zymverdau mitBamH| ausgewahlt (GWALTNEY et al., 1993). Das Amplidilk das eine
Lange von 492 Basenpaaren hat, wird mit einer KS&b@de hybridisiert. Diese Methode
ermoglicht esM. suis 24 Stunderpost infectionemm Blut infizierter Tiere nachzuweisen
(OBERST et al., 1993). Die untere NachweisgrenzePdeR liegt bei 450 p#l. suisDNA,
was etwa 5000/. suisOrganismen entspricht (GWALTNEY et al., 1993). RSR- Proto-
koll kann sowohl fur die Routinediagnostik als autih Untersuchungen zur Pathogenese
verwendet werden (GWALTNEY et al., 1993). Die Seiét und Spezifitat ist bei dieser
Methode héher als bei den serologischen Testvernfalsio dass eine Identifizierung einzelner
infizierter Tiere moglich ist (GWALTNEY et al., 189.

Durch eine Verbesserung des PCR-Protokolls KdnisuisDNA auch in latent infizierten,
nicht splenektomierten Tieren detektiert werden (@WNEY und OBERST, 1994).
GWALTNEY und OBERST (1994) gelingt es bei zwei ¢&r Schweine bereits vor der ex-
perimentellen InfektiorM. suisDNA zu amplifizieren. Dies lasst auf eine lateiéektion
schliessen, welche in vorhergehenden Screening TB&itausstrich und/oder indirekte Ha-

magglutination) nicht erkannt worden war.

Ein weiterer PCR-Test basierend auf 16S rRNA-Gamsezen wird von RIKIHISA et al.
(1997) etabliert. Mit Hilfe von phylogenetischenaysen, die auf diesem Gen basieren, kann
eine engere Verwandschaft vibh suisundHaemobartonellspp. zuMycoplasmaspp. als zu
Anaplasma marginalenachgewiesen werden (RIKIHISA et al.,, 1997). MESSIet al.
(2000) klonieren und sequenzieren dieses Gen uvdewelen schon bekannte hypervariable

Regionen zur Herstellung vav. suisspezifischen Primer.

Die Etablierung eineM. suis spezifischen PCR auf der Basis von neuen defendrreger-
sequenzen wird von HOELZLE et al. (2003) publizi&tach Isolierung der genomischigh
suisDNA wird durch Unterschneidung der DNA ein Fragmésoliert, welches bei allen
DNA-Praparationen aus Blut verschiedener Schwemakuten Anfall gefunden wurde. Die-
ses 1,8 kb-grossdscaR|-M.suisGenomfragment wird sequenziert und analysiert. é3asd
auf diesen Ergebnissen kdnnen Oligonukleotidpripsstimmt werden, von denen ausgehend
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ein PCR entwickelt wird (ADELT, 1999). Zur weiter&pezifizierung der PCR erfolgt eine
Southern-Blot- und Dot-Blot-Analyse. Dazu wird ddgnierte und mit Digoxigenin markier-
te Amplifikat als Gensonde eingesetzt. Die Analyseigen, dass das Amplifikat nur mit den
DNA-Pré&parationen de¥l.suisDNA hybridisiert und somit die PCR spezifisch fr suis
ist. Mit Hilfe der M. suisPCR wird eine untere Nachweisgrenze von 1,7 %rid) DNA pro
Mikroliter Probe festgelegt. Die analytische Sawngédt der PCR ist bei ca. 400 Genomaqui-
valente. Mittels dieser PCR ist es mdglich, autlne Infektionen mit geringen Infektionsti-
tern im Blut nachzuweisen (ADELT, 1999).

Quantitativer Nachweis vonM. suis

Fur den quantitativen Nachweis viM. suis etablieren HOELZLE et al. (2007b) eine
LightCyclef® (LC) real-time PCR. Dadurch kam. suisnun trotz seiner Unkultivierbarkeit

guantifiziert werden.

Durch ihre hohe Standardisierung, Reproduzierbgrkeitomatisierung und dem geringen
Kontaminationsrisiko lasst sich die PCR-Diagnostiki auch in Routinelabors einsetzen. Als
Basis dieser PCR dient das immunog®&hesuisProtein MSG1, welches glycolytisch aktiv
ist und an der Bindung der Mykoplasmen an die Eogytenoberflache beteiligt ist
(HOELZLE et al., 2007c). Die analytische Spezifittr LightCyclef (LC) real-time PCR
wird durch die Testung der DNA vavl. suisisolaten,M. suisnegativen Schweineblut und

Gewebeproben, sowie verschiedene Mykoplasmen-S3peacandere Bakterien bestimmit.

Um latent verlaufend®!. suisinfektionen erkennen zu kénnen, ist eine niedhNgehweis-
grenze von ausschlaggebender Bedeutung. Die DNAs&aration wird mit Hilfe der Speki-
ralphotometrie gemessen und die Bakterienanzatdrahties Genomgewichts berechnet. Die
LC real-time PCR weist eine untere Nachweisgrermredd bis 100 DNA-Kopien auf. Damit
ist die Sensitivitdt im Vergleich zur herkbmmlichBx€R um 4- bis 40-fach héher. Um die
Spezifitat und Sensitivitat der LightCycte(LC) real-time PCR zu ermitteln, werden Blut-
proben von 30 experimentell n¥t. suisinfizierten Schweinen, die klinische Anzeichenegin
akuten Eperythrozoonose aufweisen, und von 30 gesymichtM. suisinfizierten Schwei-
nen untersucht. Alle der 3@. suis positiven Proben werden in der PCR als positkaent.
Daraus ergibt sich eine Sensitivitat von 100%.&n @ruppe der nicht mKl. suisinfizierten

Schweine werden 29 der 30 Tiere negativ getestes &ntspricht einer Spezifitdt von 96,7%.

Werden die Ergebnisse der LightCy&ldt.C) real-time PCR mit denen der herkdmmlichen
PCR verglichen ergibt sich eine hohe Ubereinstimgrinrder Gruppe, die eine hohe Erreger-
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zahl im Blut aufweist. Tiere mit geringen Erregengen im Blut werden von der herkdmmli-

chen PCR nur zu 90% erkannt.

Der quantitative Nachweis in den verschiedenen éhdsr Infektion (akut, klinisch inappa-
rent) kdnnte wichtige Erkenntnisse lUber eine Katreh zwischen Erregeranzahl und Klini-
schen Parametern beziehungsweise dem Schweregrpdrden Eperythrozoonose liefern.
Dadurch kénnte der Therapiezeitpunkt optimiert dredWirkung der antibiotischen Therapie
Uberwacht werden. Aul3erdem ist der Erregernachiwgistentiellen Tragertieren besonders
fur die Pathogenese vdn. suisinfektionen von Bedeutung. Ebenso ermdglicht dimQifi-
zierung vonM. suisauch eine Standardisierung von serologischen iagtaen.

2.10 Therapie und Hygienemalinahmen

Bei einer akuten Erkrankung fuhrt die parenteraghd@hdlung mit Oxytetracyclin in einer
Dosierung von 20 — 30 mg pro kg KGW oft schlagartigr klinischen Besserung
(BUGNOWSKI et al., 1986). BOLLWAHN (1982) beobachtereits nach einer einmaligen
Injektion von 10 — 20 mg pro kg KGW i.m. innerhalbn 12 Stunden eine deutliche Besse-
rung. Allerdings lasst sich weder mit parenter@abe noch mit oraler Dauerapplikation eine
Eliminierung der Mykoplasmen erreichen (HEINRITZB84a; BUGNOWSKI et al., 1986).
Bei Saugferkeln, bei einer chronisch verlaufendparighrozoonose und bei einem hochgra-
dig erniedrigten Blutzuckerspiegel sollte dartberabs auf eine ausreichende Eisen- und
Glukoseversorgung geachtet werden (HENRY, 1979 Brravention und Kontrolle der por-
cinen Eperythrozoonose ist nur Uber konsequenteedgg und Desinfektionsmassnahmen in
den Betrieben besonders bei allen blutigen Eirgrifowie durch die Verwendung von Ein-
malkantlen zu erreichen. Ebenso ist auch einetestikto- und Endoparasitenbekampfung
durchzufihren (HEINRITZI; 1984a). Ein Ausbruch dgkrankung kann durch optimale und
stressarme Haltungsbedingungen verhindert werdBiNRITZI; 1989).

2.11 Impfung

Eine Impfung war bisher noch nicht mdglid¥l. suisist in vitro nicht kultivierbar. Deshalb
mussen potentielle Impfstoffe aus dem Blut vonziefiten Schweinen mit einem akuten An-
fall aufgereinigt werden. Dies bringt das Risika sich, dass die Impfstoffe Komponenten
des Schweineblutes enthalten, die Autoimmunprozesdenpfling induzieren kdnnten. Die
isoliertenM. suisZellen sind voll virulent und es besteht zur Zaine Moglichkeit zur Atte-
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nuierung. Die zweM. suis Proteine MSG1 und HspAl, die im Labor rekombinaetge-
stellt werden konnten, stellen mogliche Impfkantkdadar (HOELZLE et al., 2007c;
HOELZLE, 2007; HOELZLE et al., 2007a).

2.11.1 Immunologische Grundlagen der erworbenen Imomitéat

Das Immunsystem ermdglicht einem Organismus, awschedene Pathogene wie Viren,

Bakterien und Parasiten zu reagieren, und diedekampfen. Es lassen sich zwei Abwehr-
mechanismen unterscheiden: 1. die unspezifisclygbamene Resistenz (natirliche Immuni-
tat), hierzu gehoren z.B. das Komplementsysteniiringtte Killerzellen und die zur Phagozy-

tose befahigten Zellen. 2. die spezifische, erwoelh@daptive) Immunitat, hierzu gehdren das
B- und T-Zellsytem, die Fahigkeit zur Unterscheigwon kérperfremd und korpereigen und
die Gedachtnisfunktion (MAYR, 2001).

Im Zusammenhang der Stimulation von Immunreaktioh@rch Immunisierungen, wird hier

auf die erworbene Immunitat eingegangen.

2.11.1.1 Das T-Zellsystem

Die zellvermittelte Immunantwort wird durch die ifitnymus gebildeten T-Zellen vermittelt,
die entweder CD 4- oder CD 8-Molekiile auf ihrerl@egrflache exprimieren. Die CD 4+-T-
Zellen, auch T-Helferzellen genannt, besitzen Ubgend immunregulatorische Funktionen
und produzieren nach Kontakt mit dem Antigen horétoiche Botenstoffe, sogenannte
Lymphokine. Die T-Helferzellen lassen sich in zv&ibtypen unterteilen: Th 1- und Th 2-
Zellen.

Die Th 1-Zellen sind an Immunantworten der verztegeMyp |V-Reaktion (Uberempfind-
lichkeitsreaktion) beteiligt. Sie produzieren Iméeikin 2 (IL-2) und Interferory-und spielen

eine Rolle bei der Makrophagen-Aktivierung.

Die Th 2-Zellen sind von entscheidener Bedeutumglié Reifung von B-Zellen zu antikor-
perproduzierenden Plasmazellen. Sie werden verngehitdet, wenn eine grol3e Menge an
IgG-Antikorpern bendtigt wird.

Die CD 8+-Zellen, auch als zytotoxische Zellen betzeet, identifizieren und zerstéren die-

jenigen Zellen im Korper, die fremde Genprodukteremieren. Sie spielen also bei viralen



Literaturtbersicht 21

Erkrankungen und auch bei gewissen bakteriellemktraiten, mit sich intrazellular vermeh-
renden Bakterien, eine wichtige Rolle (SPIESS, 1999

T-Zellen sind im Gegensatz zu B-Zellen erst famegef oder als Bestandteile von Antigenen
umherschwimmende Epitope zu erkennen, wenn diesétopgp zusammen mit
MHC-Antigenen auf der Oberflache von Zellen prasehiverden (T-Zell-Restriktion). Die
MHC (major histocompatibility complex)-Molekile Z&h zur Immunglobuline-
Superfamilie. Man unterscheidet zwei Klassen, MKi&sse-l und MHC-Klasse-Il. Die
MHC-I-Molekiile sind auf allen kernhaltigen Korpellea vorhanden. Intrazellulare Antigene
werden in Oligopeptide zerlegt, in geeignete Abgtdran die Zelloberflache befordert und
als MHC-I-Peptidkomplexe préasentiert. Die so préisei@n Antigene werden durch spezifi-
sche CD 8+-Zellen erkannt. MHC-II-Molekile findetam nur auf spezifischen Antigen-
prasentierenden Zellen (Dendritische Zellen, Makegen und B-Zellen). MHC-II-Molekile
sorgen bei extrazellularen Antigenen flr eine aetdpende Antigenprasentation an der Zell-
oberflache. Die entstandenen MHC-II-Peptid-Komplekenen so als Liganden fir die
spezifischen CD 4+-T-Zellen (SPIESS, 1999).

2.11.1.2 Das B-Zellsystem

Die B-Zellen sind fur die humorale Immunantwort argiwortlich. Sie stellen die Vorlaufer-
zellen der Antikérper-produzierenden Plasmazell@nuwhd tragen nach erfolgtem ,Rearran-
gement” auf ihren Zelloberflachen als Rezeptorepi&o der spater in grolien Mengen pro-
duzierten, spezifischen Immunglobuline. Durch Ka&htait dem entsprechendem Antigen
(Epitop) wird eine Differenzierung der B-Zelle zia®mazellen induziert, die dann Antikor-
per (Paratop) in grossen Mengen sezernieren (KAYSER., 2005). Den B-Zellen ist es im
Gegensatz zu den T-Zellen nur mdglich I6slich Aerig, die nicht nur aus Proteinen, sondern
auch aus Nukleinsduren oder Polysacchariden bestéimnen, zu erkennen. Diese Antigene
konnen in T-Zell-abhéangige und T-Zell-unabhangigmgeteilt werden. Die T-Zell-
unabhangigen Antigene besitzen Epitope, die eilfiaglees, regelmafiiges Muster tragen, das
bei bestimmten Polysacchariden auftritt. Diese ®adgharide sind in den Kapselstukturen
vieler Bakterien vorhanden und ermoéglichen den Bedezu Antikorper-sezernierenden
Plasmazellen zu reifen, ohne das die Anwesenheit MbIC-restringierten T-Helferzellen
notig ist. Bei dieser Immunantwort werden meistikérper vom IgM-Typ gebildet und es
ensteht kein immunologisches Gedachtnis (SPIESH)1®er Kontakt eines B-Zellrezeptors
mit dem passenden Epitop genugt oft nicht um daiferation der B-Zellen auszulésen. Es
sind weitere T-Zell-vermittelte Signale n6tig un@mspricht von T-Zell-abh&ngigen Antige-
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nen. Bei der Immunisierung mit Protein-Antigenekesnen T-Helfer-Zellen die auf B-
Zellen gebildeten Antigen-MHC-Komplexe und setzemadif Wachstums- und Differenzie-
rungsfaktoren fur B-Zellen (IL-2, IL-4, IL-5...)rdi. Erst dadurch wird ein Klassensprung von
IgM nach 1gG und IgA ausgel6st. Folge ist die Biiguwon Memory-Zellen und eine wesent-
liche Steigerung der Antikorperaffinitat (KAYSERat, 2005).

2.11.1.3 Das immunologische Gedachtnis

Nach Auseinandersetzung mit einem Infektionserré&gemmt es im Idealfall zu einer lang-
dauernden, mitunter lebenslangen Immunitat. Diedas Fall, wenn es zuvor zur Ausbildung
eines immunologsichen Gedachtnisses gekommenastkiBer akuten Infektion (Primarant-
wort) werden die aktivierten Lymphozyten Uberwiegieru Plasmazellen differenziert. Ein
kleiner Teil entwickelt sich zu langlebigen Gedaiszellen, sogenannteimgemory cells;

die das relevante Paratop tragen. Die Gedachtleazedben eine Lebensdauer von mindes-
tens 5-6 Jahren, so dass sie meist noch im Kégrdiamden sind, auch wenn sich keine spe-
zifischen Antikdrper nachweisen lassen. Bei einenegen Kontakt mit dem gleichen Anti-
gen mobilisieren die schneller aktivierten Memomh&n die notwendigen Immunprodukte
einfacher und schneller. Die gesamte Immunantwertauft stark beschleunigt (sekundare
Immunantwort) ab und der Organismus ist von einemewen Ausbruch der Krankheit ge-
schitzt (SPIESS, 1999).

2.11.2 Impfstoffarten im Uberblick

Die haufigsten verwendeten Impfstoffe in der hearti@eit sind Lebend- oder Totimpfstoffe.
Lebendimpstoffe bestehen aus lebenden, attenuidtiermorganismen (Bakterien oder Vi-
ren), die noch in der Lage sind sich im Wirtsorgiams zu replizieren. Die Lebendimpfstoffe
zeigen eine signifikant hohere Immunogenitat abkiivierte Impfstoffe, da die natirliche
Infektion nahezu perfekt imitiert wird und rufermgzhl eine humorale als auch eine zellulare
Immunantwort hervor. Der grof3te Nachteil dieser dtoffklasse besteht in einem potentiel-
len Ruckfall der attenuierten Vakzine in die natlm Virulenz via Rickmutation und die
Gefahr der Erkrankung bei Tieren mit geschwachtemunsystem (SHAMS, 2005).

Totimpstoffe enthalten keine vermehrungsfahigereWioder Bakterien. Man unterscheidet
Vollkeim-, Toxoid-, Spalt- oder Subunit-Vakzine. d3e Impfstoffe benétigen eine hdhere
Quantitat an Antigenen als Lebendimpfstoffe um eidéquate immunologische Immunant-

wort zu stimulieren. Diese wird im Allgemeinen daiB-Zellen und CD 4+-T-Zellen vermit-
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telt. Bei der Herstellung der meisten Impfstoffesdir Klasse ist die Zugabe von Adjuvantien
(Immunmodulatoren) erforderlich. Um eine langandradie Immunitat aufzubauen, ist bei
einer Vielzahl dieser Impfstoffe eine aus mehreb@sen bestehende Grundimmunisierung
mit darauf folgenden Auffrischungsimpfungen nétijese Tatsache und die Notwendigkeit
einer hohen Antigenkonzentration innerhalb der aimen Dosen macht die Anwendung von
Totimpfstoffen relativ kostenintensiv (SHAMS, 2005)

Eine zentrale Rolle bei der Entwicklung von neuemdernen Impfstoffen spielt die Gen-
technologie. Mehrere Arten dieser gentechnisch fizogliten Vakzinen werden derzeit expe-
rimentell getestet: 1subunit oder Spaltimpfstoffe, 2. DNA/RNA- Vakzine, 3. Vect
Vakzinen, 4.defective in second cyclenpfstoffe sowie 5. rekombinante Lebendvakzine.
Gentechnische Veranderungen der Erreger wie gehetissertionen, Deletionen oder Modi-
fikationen kdnnen auch als Marker fur die Differemang geimpfter von infizierten Tieren
genutzt werden. Dieses auch als DIVAfferentiating infected from vaccinated anim)abe-
zeichnete Prinzip nimmt in der Tierseuchenbekangpfeime wichtige Rolle ein (BEER und
METTENLEITER, 2003).

Subunit- oder Spaltvakzine enthalten im Gegensatden vollstandigen Mikroorganismen
nur diejenigen Antigene des Orginalorganismusadie@ler schitzenden Immunrektion betei-
ligt sind. Vorraussetzung fir die Herstellung isskalb, dass eine eindeutige ldentifizierung
der verantwortlichen Antigene vorgenommen werdemkK&HAMS, 2005).

Proteine werden meist als Impstoffkandidaten detear Wahl angesehen. Grund dafir ist
ihre relativ einfache ldentifizierung, Modifiziergnund Produktion im grosseren Mal3stab.
Dies ist die Basis fur eine kommerziell erhaltlidhakzine (HEIN und HARRISON, 2005).

211.2.1 Protein-Immunisierung

Protein-Impstoffe induzieren vornehmlich eine Tin#munantwort (SHEDLOCK und WEI-
NER, 2000). Eine entscheidene Rolle spielt dabeRitésentation des exogenen Antigens flr
die Induktion der hauptsachlich humoralen ImmunantwWahrend Peptide endogener Pro-
teine meist im Zusammenhang mit MCH-I-Molekulengendtiert werden, werden MHC-II-
Molekile vornehmlich mit Peptiden exogener Protéetaden. Die exogenen Proteine wer-
den endozytiert und in Lyosomen gespalten. Die lademen MHC-II-Molekile werden im
Endoplasmatischen Reticulum von der sog. Invarrattette vor Beladung mit zellularen
Peptiden geschiitzt und tUber den Golgi-Apparat énEchdosomen transportiert. Lysosomen

und Endosomen verschmelzen und es entstehen Eondoiyen. In ihnen wird die invariante
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Kette abgebaut und die prozessierten Peptide aufitiC-11-Molekile geladen. Diese gelan-
gen an die Zelloberflache (CRESSWELL, 1994).

Der Peptid-MHC-Komplex kann von T-Zellen erkanntrden und es kommt somit zur Aus-
|I6sung einer Immunantwort. Durch die Immunisierung rekombinanten Proteinen kann
keine MHC-Klasse-I Immunantwort ausgeldst werded somit erfolgt keine Induktion der

zytotoxischen T-Zellen.

Der Schutz vor Infektionskrankheiten wird meistens durch eine Kombination zellulérer
und humoraler Immunantwort erlangt. Aufgrund desisérdas Ziel neuer Immunisierungs-
strategien auf der Basis von Proteinen und Peptgeh eine Th 1-Immunantwort zu stimu-
lieren (BEDROSIAN et al., 2003; GODELAINE et al.(¥).

Impstoffe auf der Basis von rekombinanten Proteined Peptiden missen zur Steigerung
der Immunogenitat und zur Immunmodulation zusétzhiat Adjuvantien versehen werden,
da eine alleinige Verabreichung von Proteinen deéeptiden nur eine schwache zellulare
Immunantwort auslést (SINGH und O"HAGAN, 2003). Diemunologische Antwort auf
eine Immunisierung kann auch durch die Dosis desgans, die Anzahl der Immunisierun-
gen, die Auswahl des Adjuvans und die Applikatioh®eeinflusst werden (DALTON und
MULCAHY, 2001).

2.11.2.2 Adjuvantien

Adjuvantien sind definiert als eine Gruppe struktuineterogener Bestandteile, die verwendet
werden, um die Immunantwort auf ein Antigen zu ielren oder zu verstarken (GUPTA et
al., 1993; SCHIJNS, 2000). Nach COX und COULTER9@dassen sich die Adjuvantien in
zwei Gruppen unterteilen: partikuldre- und nichttigalare Adjuvantien. Im Folgenden wer-

den die wichtigsten Adjuvantien jeder Gruppe bestien.
Partikulare Adjuvantien:

Die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe als meistgete Adjuvantien sind Aluminium-
hydroxid, Aluminiumphosphat oder Kalium-Aluminiuni&i. Das Antigen bindet an die
100-1000 nm grof3en Partikel. AnschlielRend werdenkdimplexe von antigenprasentieren-
den Zellen aufgenommen, in kleine Peptide gespalteh MHC-II prasentiert. Durch eine
vermehrte Produktion von Interleukin 4 (IL-4) edgbtie Aktivierung der humoralen Immun-
antwort. Folge ist die Modulation in eine starke Z4Antwort, da die IL-4 die Differenzie-

rung von Vorlauferzellen zu Th 1-Zellen hemmen (DIBLAD, 2004).
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Wasser-in-Ol-Emulsionen, wie das Freund'sche kotteplend inkomplette Adjuvans, sind
ebenfalls dieser Adjuvantienklasse zuzuordnen ABigivantien vom Freundschen Typ spielt
vor allem die Balance zwischen hydrophilen und bptoben Anteilen eine wichtige Rolle
in der Aktivitat. Das Antigen wird dadurch an depplikationsstelle gehalten und somit der
Antigenkatabolismus verlangsamt. Durch das Eindmmngn Immunzellen wird auch die Ver-
teilung des Antigens im Korper verandert. Eine esiee Zellmultiplikation von Histiozyten,
Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen ist digd-(JOLLES und PARAF, 1973).
Das in diesen Adjuvantien enthaltene Mineral6l mdtt eine lokale, inflammatorische Ant-
wort, die zur Bildung eines Granuloms an der Apgiiidnsstelle fuhrt. Das Antigen wird nur
langsam freigesetzt. Die verzdgerte Resorption terltiie Dauer des antigenen Stimulus.
Freund'sches inkomplettes Adjuvans induziert véenaldie humorale Immunantwort. Im
kompletten Freund schen Adjuvans sind zusatzlicetitet MykobakterienMycobacterium
tuberculosi¥ enthalten, die uber ihren Inhaltsstoff Muramy&pgd (MDP) zusatzlich
Makrophagen zu Produktion von Cytokinen stimulier&aof diese Weise werden Th 1- und
Th 2-Zellen stimuliert (TIZARD, 2000).

Andere Vertreter dieser Adjuvantien sind die immimslatorischen Komplexe (ISCOMS).
ISCOMs sind Lipidpartikel, welche aus CholesteRitopholipiden und Zellmembranantige-
nen, in die Saponine eingelagert sind, bestehenst8nulieren eine starke Th 1- und Th 2-
Antwort, wobei die zellulare Immunantwort durch @gdung von Interleukin 12 und Interfe-
ron-y hervorgerufen wird (SINGH und O"HAGAN, 2003; COKAICOULTER, 1997).

Nicht-partikulare Adjuvantien:

Nicht-partikulare Adjuvantien haben immunmodulatohie Eigenschaft und werden deshalb
auch als immunstimulatorische Adjuvantien bezeiti8&NGH und O"HAGAN, 2003). lhre
Aktivitat ist im Gegensatz zu den partikularen Agjatien strukturunabhangig (COX und
COULTER, 1997). Saponine werden aus der RindeQigBaia saponariaBaumes gewon-
nen und rufen als Rohextrakt (Saponin) oder algaefnigte Komponenten wie Quil A eine
humorale, vor allem aber auch eine zellulare Immtwart hervor. Der Wirkungsmechanis-
mus, der zu dieser Immunantwort fuhrt, ist bistjetzch nicht genau geklart. Nur eine Einla-
gerung der Saponine in die Zellmembran mit darassltierender Porenbildung ist nachge-
wiesen. Das Antigen konnte durch diese Poren inZg&ssol vordringen und nach Prasenta-
tion Uber MHC-I-Molekiile eine zellulare Immunreakti hervorrufen (SJOLANDER et al.,
2001). SINGH und O'HAGAN (2003) entdecken die bektlen Desoxycytidin-

desoxyguanosin-Dinukleotiden (CpG-Dinukleotideng, €ine verstarkte Immunitat hervorru-
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fen. Die Effekte von CpG-Dinukleotiden als Adjuviamt umfassen die Steigerung der zytoto-
xischen Aktivitat natirlicher Killerzellen und Makphagen, Sekretion von Zytokinen, eine
Steigerung der Antikérperproduktion, sowie die lkiilon einer Antigen-spezifischen Th 1-
Immunantwort (CHAUNG, 2006). Nicht-ionische Polyraedie auch zu dieser Adjuvan-
tienklasse zahlen, sind oberflachenaktive Substardie eine besonders starke immunmodu-
latorische Aktivitat besitzen, wenn ihre hydropliplephil-Balance kleiner als zwei ist
(HUNTER et al., 1981). Lipid A und Monophosphoryibld A (MPL), die Bestandteile der
Lipopolysaccharide vosalmonella minnesotsind, rufen eine starke Th 1-Antwort hervor.
Als Ursache fur die Ausschittung von proinflammisidren Zytokinen wird in der Bindung
an Rezeptoren von antigenprasentierenden Zellenutet. In verschiedenen Untersuchungen
konnte dargelegt werden, dass MPL die Bildung umisEtzung von Interleukin-2 und Inter-
ferony anregen und damit eine zellulare Immunantwort anehen. Auch durch die Verwen-
dung von Interleukin-12 oder Interfergrals Adjuvans kann die Ausbildung einer zellularen
Immunabwehr stimuliert werden. Durch Interleukinvitd die Ausbildung einer humoralen
Immunabwehr hervorgerufen. Aufgrund von Bedenkeziigkch ihrer Stabilitat und Toxizi-
tat sowie ihrer kostspieligen und spezies-spetiéscEigenschaften, werden sie in der Vete-
rinarmedizin nicht verwendet (SINGH und O"HAGAN,03) COX und COULTER, 1997).
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3 Material und Methoden

Der im Folgenden beschriebene Versuch wurde inkdiark fur Schweine der LMU Min-
chen in OberschleiBheim durchgefuhrt. Die Ausweagtdar Blutproben erfolgte ebenfalls in
der Klinik fir Schweine der LMU. Die Polymeraselesiteaktion und der ELISA wurden am
Institut fur Veterinarbakteriologie der VetsuissakEltat der Universitat Zurich durchgefuhrt.
Die Untersuchungen und Probenentnahmen erstresidieriiber den Zeitraum von Dezember
2006 bis Juni 2007.

3.1 Durchfuhrung des Tierversuchs

3.1.1 Versuchstiere
Die Studie wurde von der zustandigen Behoérde geigghm

Die Untersuchungen wurden in der Klinik fur Schveegrer Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen an 25 Schweinen durchgefuhrt. Die Ferlahsiten von 4 klinikeigenen Sauen.
Nach dem Absetzen wurden sie in Gruppenboxen aaribeffestigtem Boden mit Stroh-
einstreu gehalten, ab dem Zeitpunkt der SpleneldamkEinzel- bzw. Zweierboxen. Die Fit-
terung erfolgte zweimal taglich mit einem pelleiger Ferkel- bzw. Vormastfutter (Fa. Zim-
mererwerke, Landshut). Sie erhielten das Trinkwasiber Nippeltranken ad libitum. Die
Erfassung der rektalen Temperatur erfolgte morgems abends nach der Fitterung. Die

Luftfeuchtigkeit im Stall betrug zwischen 60-70% bmer Temperatur von 16-18°C.

Allen Ferkeln wurde am 3. Lebenstag Ceftiofur (N&fXcd.00 mg/ml, 5,0 mg/kg KGW, Pfizer
GmbH) i.m. appliziert und Toltrazuril (Bayc8%6% orale Suspension, 20 mg/kg KGW, Bayer
Vital GmbH) und Eisen (BioWeyxfh FeVit, Fa. Veyx) 2 ml oral verabreicht. Am
14. Lebenstag erfolgte eine Eisenapplikation (Mydf00, Intervet) 2 ml pro Ferkel i.m..

Der Versuch wurde in zwei Durchgdngen a drei Mamaterchgefiihrt. Die Gruppeneintei-
lung erfolgte in 4 Versuchsgruppen mit Gruppennuminé und Kontrollgruppen mit Grup-
pennummern 5-7. Die Tiere wurden wie in Tabellefgdstellt in die Gruppen verteilt.
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Tabelle 1: Gruppeneinteilung

_ Anzahl der Im- )
Gruppennummer Impfantigen Menge o Tiernummer
munisierungen

Rekombinantes 10 mg Protein in
MSG1 Protein 1 ml PBS

E. coli 2 x 10 KBE in
2 2 7-11
pBAD_MSG1 1 ml PBS

Rekombinantes 20 mg Protein in
3 . 2 12-15
MSG1 Protein 1 ml PBS

E. coli 2x 1FKBE in 1
4 2 16-19
pBAD_MSG1 ml PBS
pBAD_ohne o
| 10 mg Protein ir
5 Insert, aufgerei- 2 20-21
_ 1 ml PBS
nigt
E. coli _
2x 10 KBE in 1
6 pBAD_ohne 2 22-23
ml PBS
Insert
7 PBS 1ml 2 24-25

3.1.2 Versuchsablauf

Vor Beginn des Versuchs wurden die Blutproben dgm®&ine in der ersten Lebenswoche
mittels PCR und Antikérper-Nachweis auf eine Inie@ktmit M. suisuntersucht. Es wurden
nur M. suisnegative Tiere in den Versuch eingeschlossend&sirScreening wurden ca. 4 ml
Blut fur die Serumgewinnung und ca. 2 ml EDTA-Blut die DNA-Extraktion enthommen.
Diese Angaben gelten auch fir die folgenden Bluigminen. Die Blutentnahmen erfolgten
aus derV. cava cranialis Es wurden Serummonovetten und EDTA-Monovettemr(@&ret-
te®V Fa. KABE Labortechnik, Niimbrecht-Elsenroth) mitfgesetzten Einmalkaniilen von
50-80 mm Lange (StericEnBraun, Melsungen) verwendet. Um eine Gerinnurs) Blates
zu verhindern, wurden die EDTA-Monovetten anscldeBausreichend geschwenkt.
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Die 1. Immunisierung wurde in der 3. Lebenswochel wie 2. Immunisierung in der

6. Lebenswoche vorgenommen. Der Versuchsablaufiwifdbelle 2 beschrieben.

Tabelle 2: Versuchsablauf

Tag 0 1. Immunisierung und Blutentnahme
Tag 21 2. Immunisierung und Blutentnahme
Tag 28 Blutentnahme

Tag 29-32 | Splenektomie (Methode nach HEINRITZI, 498

Experimentelle Infektion mi#. suisdurch die Injektion von 0,5 ml EDTA-
Tag 35 Blut eines natiirlich infizierten Schweines {20. suis/ ml Blut), Injektion

subkutan am Ohrgrund

Wodchentliche Blutentnahme zur Kontrolle des Geseitdbtatus mittels
Tag 42-84 | Blutausstrich, PCR und ELISA und zusétzliche Blttahme im akuten

Krankheitsstadium

S Euthanasie mit Eutffa77 (1 ml/5 kg) i.v.,
a
J Pathomorphologische Untersuchung

3.1.3 Impfstoffe
3.1.3.1 Herstellung der Vakzinekandidaten

3.1.3.1.1 MSG1 exprimierende rekombinante Eschiarmbli

Material:
M9 Salzldsung: 85,2 mM NacCl,
422,0 mM NgHPOy,
220,0 MM KHPOQ,,
187,0 mM NHCI,
pH 7,4
RM-Medium: 20,0 g Casaminosauren (Becton Disgin),

10,0 ml Glycerol 99%,
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ad 880 ml mit A. bidest,
autoklavieren,

Zugabe von 1,0 ml 1 M MgS3Q
10,0 ml 20% Glucose,

100,0 ml M9 Salzlésung,

1,0 ml Ampicillin (100 mg/ml)
Arabinose, 20 %

100 ml RM-Medium wurden mit 1 ml einer frischen Whachtkultur LMG_pBadmsdl an-
geimpft und bei 37°C bis zu einer optische DichiZsggvon 0,6 inkubiert. Durch Zugabe von
Arabinose bis zu einer Endkonzentration von 0,0%v&tde die Proteinexpression induziert
und die Kulturen fur eine weitere Stunde geschiitéeischliessend wurden die Bakterien 10
min mit 1000 x g zentrifugiert (Heraeus Suprafug@eRotor: HFA 12.500), mit PBS drei Mal
gewaschen und auf eine @pvon 0,6 (= 1x10 KBE/ml) eingestellt. Eine nicht-induzierte

Kontroll-Suspension LMG_pBad (ohne Insert) wurdalag hergestellt.

3.1.3.1.2 Herstellung und Aufreinigung von rekorabtem MSG1

Material:
Resuspendierpuffer : PBS pH 7,4 (Sigma) 10,0 imiMazol
Elutionspuffer: PBS pH 7,4; 400,0 mM Imidazol

Ni?*-NTA Agarose (Qiagen)
Bradford Protein Quantifizierungskit (BioRad)

Die  Aufreinigung der rekombinanten  Proteine  erfelgt durch  Metall-
Affinitatschromatographie unter Verwendung vorf NiITA Agarose. Ni*-lonen binden mit
hoher Affinitdt an die dem rekombinanten Proteigefiigten sechs Histidin-Reste (6xHis).
Die Elution erfolgt mit Imidazol, da Imidazol autgrd seiner homologen Struktur die Histi-
din-Reste kompetitiv aus der Bindung verdrangt.

Die Proteinexpression ein& coli Kultur LMG_pBad msdL (500 ml) wurde mit Arabinose
induziert (siehe oben). Anschliessend wurde dageBigkpellet mit 30 ml Resuspendierpuf-
fer resuspendiert und dann auf Eis beschallt (dinec Processor; Vibra cell, Merck). Die
Suspension wurde dann zentrifugiert (30 min, 4°€0@0xg; Heraeus Suprafuge 22, Rotor:
HFA 21.94). Der Uberstand wurde mit 2 mFNNTA Agarose vermischt und 10 min auf Eis
unter Schitteln inkubiert. Danach wurden die Probein4°C 3 min mit 1000 x g zentrifu-
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giert, die Agarose drei Mal mit 20 ml Resuspendiffigyr gewaschen und die Proteine in 3 x 2
ml Fraktionen mit Elutionspuffer eluiert. Als Kootle wurden rekombinantde. coli
LMG_pBad (ohne Insert) in gleicher Weise mitgefibrie Konzentration der rekombinanten
Proteine wurde mit einem Bradford Protein-Quangfiungskit nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Die Reinheit der rekombinanten Pratefreinigungen wurde im SDS-
Polyacrylamid-Gel nach Coomassieblau-Farbung kdro Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Proteine bei -80°C gelagert.

3.1.4 Adjuvans

Freund’sches komplettes (1. Immunisierung) undrimiettes Adjuvans (2. Immunisierung)
wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, irBteim, bezogen (Produkt-
Code:F5506).

3.1.5 Impstoffapplikation und klinische Untersuchurg

Die Impfung wurde durch intramuskulare Injektiorg@nommen. Die Einstichstelle ist seit-
lich am Hals in Hohe des oberen Ohrgrundes am Wingrgyon behaarter zu unbehaarter

Haut. Die Immunisierungen erfolgten auf der rechtatsseite.

Die Impfdosis setzt sich zusammen aus jeweils 1,0npfstoffpraparation (Tabelle 1) und
1,0 ml komplettes bzw. inkomplettes Freund’schesivans.

Die Applikationsstelle wurde sofort nach der Imgjumit einem wasserfesten Stift markiert,
um eine spatere Identifizierung fur die Messungentautschwellungen und die Begutach-

tung der Applikationsstelle sicherzustellen.

Die Impfstoff-Vertraglichkeit wurde bis einschlidisk vierten Tag nach der Impfung klinisch
untersucht. Der Injektionsbereich wurde einen Tagder Impfstoffapplikation, am Tag der
Applikation 2 h, 4 h und 8 h nach der Applikatiomduveitere 3 Tage taglich einmal kontrol-
liert. Es wurde das Allgemeinbefinden beurteilt wpeziell auf Umfangsvermehrung, War-
me, Konsistenz, Verfarbung der Haut und Kdrpertaaipe geachtet.
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Beurteilung des Allgemeinbefindens:
0 = normal

1 = geringe Veranderungen

2 = ausgepragte Veranderungen

3 = schwere Veradnderungen

Beurteilung der Injektionsstelle hinsichtlich Umfangsvermehrung, Warme, Konsistenz,

Verfarbung der Haut:

0 = keine Veranderungen
1 = andeutungsweise

2 = geringgradig

3 = mittelgradig

4 = hochgradig

3.1.6 Splenektomie

Die Tiere wurden zwischen dem 29. und 32. Vergiachsach der Methode nach HEINRIT-
Z1 (1984Db) splenektomiert.

Die Narkoseeinleitung erfolgte intramuskular mit aperon (Stresril 2 mg/kg KGW,
Fa. Janssen-Cilag GmbH) und Ketamin (Ursot&mit0 mg/kg KGW, Fa. Serum-Werk-
Bernburg AG). Zur Aufrechterhaltung der Narkose dem die Tiere mit Isofluran (IsoBa
MAC ca. 1,5 Vol%, Fa. Essex Tierarznpgr inhalationemanasthesiert und um den operati-
ven und postoperativen Schmerz zu reduzieren wusigemnit Meloxicam (Metacaf 2 ml/
100 kg KGW, Fa. Boehringer Ingelheim) und Metami@¢étalgir’®, 1 ml/ 10 kg KGW, In-
tervet Deutschland GmbH) behandelt. Zur Vorbeugamgr Wundinfektion erfolgte eine
Gabe von Penicillin (Vetri-Préc 30%, 1 ml/ 10 kg KGW, CEVA Tiergesundheit GmbH)

I.m. drei Tage lang.

Nach der Fixation der Tiere in rechter Seitenlagade die linke Flankengegend rasiert, ge-
saubert und desinfiziert. Das Operationsfeld wurdeeiner sterilen Folie (BUSTER Op-
cover 60 x 90 cm, Kruuse) abgedeckt. Der Hautsckriblgte 1-2 fingerbreit hinter und pa-
ralell mit dem Rippenbogen in einer Lange von 10 kngleicher Schnittrichtung wurden die
Faszien, Bauchmuskeln und Peritoneum durchtreraitieBrem Magen liegt die Milz in ihrer
Gesamtheit unter dem Rippenbogen. Der ventralegdilvurde durch die Laparotomiewun-
de so weit vorverlagert, dass die im ventralen @egLigamentum gastrolienaleerlaufen-

den GefalR3eA.- u. V. gastroepiploicagichtbar werden. Das Band wurde oberhalb des Gefal3-
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verlaufes stumpf durchtrennt und im Abstand vomrbligiert. Zwischen den Ligaturen wur-
den die GefalRe durchtrennt und die Stimpfe auftae#rvorkommende Blutungen hin un-
tersucht. Nach Vorverlagerung der Milz aus der Wauwdirden die im dorsalen Teil des gros-
sen Netzes verlaufendé.- und Vv. lienalis und gastricae breveg dem Schlingenfuhrer
nach HEINRITZI (1984a) tber den dorsalen Rand déz lyeschoben.

Abbildung 2: Splenektomie mithilfe des Schlingenfurers nach HEINRITZI (1984a)

Der Schlingenfiihrer wurde mit straff gespanntemeiRagbn ventral Uber den dorsalen Milz-
pol gefuihrt und auf der Viszeralseite bis zum Anshs grof3en Netzes gefuhrt. Anschliel3end
wurde er unter anhaltend leichter Spannung desturigterials zuriickgezogen. Der Faden
wurde von aussen verknotet. Vor dem Absetzen déz Wurde der Sitz der Ligatur uber-
pruft. Die Ligatur wurde mit dem Mittel- und Zeigeder der linken Hand bedeckt und die
Milz mit einer gebogenen Schere abgesetzt. Nacten der Milz aus der Bauchhéhle und
Kontrolle des Stumpfes auf Blutungen wurde die Bdwdble durch eine fortlaufende Perito-
nealnaht verschlossen. Haut- und Muskelwunde wumddéiorm einer modifizierten Donati-

Naht verschlossen und die Faden nach 10 Tagen gezog

3.1.7 Belastungsinfektion

Am 35. Versuchstag wurde eine Belastungsinfektignhh suisan allen Tieren vorgenom-
men. Diese erfolgte durch eine subkutane Injektiom 0,5 ml EDTA-Blut (18 M. suis/ ml
Blut) eines naturlich infizierten Schweines, dahisium Zeitpunkt der Blutentnahme im aku-
ten Anfall befand. Anschliessend erfolgte eine pgdpktische Gabe von Penicillin (Vetri-
Pro® 30%, 1 ml/ 10 kg KGW, CEVA Tiergesundheit GmbHidrei Tage lang.
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3.1.8 Therapie

Bei einer akuten Erkrankung wurden die Tiere namtheriger Blutentnahme parenteral mit
Oxytetracyclin (Terramycin/L&, 1,0 ml Terramycin/LA je %kg/KGW) in einer Dosierung
von 40 mg pro kg KGW behandelt. Zur Fiebersenkungde Metamizol eingesetzt (Vetal-
gin®, 1 ml/ 10 kg KGW, Intervet Deutschland GmbH). Béiem hochgradig erniedrigten
Glukosespiegel wurden die Tiere oral mit Glukosesergt (Ursolyt G ordl, 35 g Ursolyt G
oral werden in 1 Liter Trinkwasser gelost, SerumrkM@ernburg AG). Eisenapplikationen
erfolgten am 52. und 56. Versuchstag i.m. (My®f&d0, Intervet).

3.2 Hamatologische und klinisch-chemische Blutuntsuchungen

Die Bestimmung der Erythrozytenzahl, des Hamoglgéinaltes, des Hamatokritwertes und
der Leukozytenzahl wurde an EDTA-Blut mit einemaawmiatischen Blutkdrperchenzéahlgerat
durchgefuhrt (Celltek, Bayer Diagnostics, Minchddds Gerat wurde taglich bei Inbetrieb-
nahme kalibriert. Das restliche EDTA-Blut wurde b@D°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Das Serum wurde durch Zentrifugieren der Serummetterf’ (10 min bei 3000 U/min, Het-
tich Rotixa/AP, Hettich, Tuttlingen) gewonnen. Bestimmung der Parameter Glukose, Ei-
sen und Bilirubin wurde im Labor der Nutztierklinder Ludwig-Maximillians-Universitat
Minchen mit einem vollselektiven, diskreten Mehhfagalysensystem (Hitachi 911, Roche,
Mannheim) durchgefiihrt. Die Messung der Parameatfetgée photometrisch. Das restliche

Serum wurde bis zur weiteren Verwendung bei -208@ggrt.
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3.3 Mikroskopischer Erregernachweis

Material:

Acridinorange-Stamml&sung: 1,5% 3,6-Bis(dimethylaojtacridin-hydrochlorid Zink-
chlorid Doppelsalz (Certistafn Merck, Darmstadt) in
10000 ml Aqua dest.

Acridinorange-Gebrauchslésung:  Acridinorange-Stafisonhg 25 mi

Aqua bidest. 125 mi

Von den EDTA-BIutproben wurde nach Erwarmen desthjagers und des Blutes auf 38°C
ein Ausstrich angefertigt. Nach der Trocknung anlddt wurden sie 1 Minute in 96% Etha-
nol fixiert und nach erneuter Trocknung 20 - 60 Man in Acridinorange-Gebrauchslosung
gefarbt. Der Ausstrich wurde mit Aqua bidest. gdispiid luftgetrocknet. Anschlie3end wur-
den die Ausstriche im Fluoreszenzmikroskop bei &l0ér VergroRerung unter Olimmersion
untersuchtM. suiskonnten als hell- bis dunkelorange Punkte vorD¢a0,8um Durchmes-

ser auf den Erythrozyten nachgewiesen werden (HETKIR1990Db).

3.4 Erregernachweis mittels quantitativer Polymeras-Ketten-Reaktion

34.1 DNA Extraktion

Material:
BEL-Puffer: 500 ul 1 M Tris, pH 7,4
250 ul MgCh
500 pl Triton X
16 ml 1 M Sucrose
32,75 ml Aqua bidest.
Ethanol absol. (Merck, Darmstadt)
Aqua bidest.
GenElute Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma- Aldrich,
Taufkirchen)

Zuerst wurden 200 pl des mit EDTA ungerinnbar gertext Blutes mit 200 pl BEL-Puffer
versetzt und 1 min bei 10.000 U/min und Raumteniperzentrifugiert (Biofuge pico, He-
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raeus). Der Uberstand wurde verworfen und das tPatischlieRend in 500 pl BEL-Puffer
resuspendiert und nochmal zentrifugiert. DieserriBolird wiederholt, bis das Pellet weil3
war. Aus dem resultierenden Pellet wurde mittelsiEdgte Bacterial Genomic Kit entspre-
chend den Angaben des Herstellers DNA extrahiem&£hst wurde eine Lyse mit Proteinase

K durchgefuhrt. Im néchsten Schritt wurde die DN#etiein Filtersaulchen extrahiert.

Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung-BerC gelagert. Um einen Abbau der

DNA zu verhindern, wurde das wiederholte Auftauad &infrieren der Proben vermieden.

3.4.2 Quantitative LightCylcler PCR

Material:

LightCyclef® Fast Start DNA Mast&F“* Kit (Roche Diagnostics)
LightCycler Glaskapillaren (Roche Diagnostics)

PCR Primer: PCR-Hybridisierungssonden

Die quantitative PCR wurde auf Grundlage des vorEHZ)E et al. (2007b) etablierten Pro-
tokolls (LightCyclef’ MSG1 PCR Protokoll) durchgefiihrt. Zuerst wurdeRE&R Master Mix
angesetzt: 4l LightCycler® Fast Start Mastevlix (TagPolymerase, dNTPs, Mgl Primer
[Endkonzentration je 0,6M], PCR Hybridisierungssonden [Endkonzentratiof,2uM] und
Aqua bidest. [ad Endvolumen 1:). Der Master Mix wurde zusammen miubextrahierter
DNA in eine LightCycler Glaskapillare pipettiert.eBjedem PCR-Lauf wurden definierte
Positivkontrollen fir eine Quantifizierung und eiNegativkontrolle (Aqua bidest.) mitge-
fuhrt.

3.5 Nachweis der humoralen Immunantwort

3.5.1 rMSG1/rHspAl ELISA

Material:

96-Loch-Mikrotiterplatten (Microlon, Greiner)

Coating-Puffer: 15 mM N&G;,
34,8 mM NaHCQ,
3 mM NaN;, pH 9.6

Blockingpuffer: PBS pH 7,4

1 % Proteose-Pepton (Brunschwig)
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Verdunnungspuffer: PBS

0,5% Proteose-Pepton,

0,05% Tween 20
Waschpuffer: PBS

0,05% Tween 20
Horseradish-Peroxidase-konjugiertes anti-Schweinjlgat (H+L chain, Sigma)
Substrat: 0,73 mM ABTS (2,2-Azino-di [3-ethyl-Behigzolin

sulfat]; Roche),

100 mM Citrat-Phosphat-Puffer, pH 4,2

2 mM HO,

Rekombinantes rMSG1 und Kontroll-Antigen (Aufreinigy ausk. coli LMG_pBad, ohne
Insert) wurden in Coating-Puffer auf eine Konzetmravon 6 pg/ml eingestellt (HOELZLE
et al., 2007b). Mikrotiterplatten wurden mit 100Axtigen pro Vertiefung beschickt, 1 h bei
Raumtemperatur (RT) auf einem Plattenschittler lgaselit und anschliessend tber Nacht
bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Platten miteen automatischen Waschgerat (Tecan)
gewaschen. Alle weiteren Inkubationsschritte wurdenRT 1 h auf einem Plattenschuttler
durchgefuihrt und zwischen den Inkubationsschritterden die Platten gewaschen. Zur Ver-
hinderung von unspezifischen Reaktionen wurde @ @1 Blockingpuffer inkubiert. Die
Testseren wurden vor Gebrauch f&it coli praadsorbiert. Dazu wurden die Seren in einer
E. coliSuspension 1:25 verdinnt und tGber Nacht bei 4kGhiert. Dann wurde die Serum-
E. coli-Suspension zentrifugiert (10.000 x g, 2 min) ued dberstand in Verdiinnungspuffer
verdunnt (Endverdiinnung 1:100). Alle Seren wurdamahl mit rMSG1 als auch mi. colr
Kontroll-Antigen im Doppel untersucht. Das Konjugairde 1:10.000 in Verdlinnungspuffer
verdunnt und 100 pl/Vertiefung eingesetzt. Nachlhkubation wurden nach dem Waschen
100 pl Substrat zugegeben und 30 min inkubiertddimputergesteuerter Mikroplattenleser
(Tecan) lieferte die OD-Werte bei 405 nm.

3.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und WesteBlot

3.5.21 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Material:

Mini-Protean 3 Elektrophorese-System (Biorad)
Acrylamid-/Bisacrylamid-Lésung 30 %, 37,5:1 (Roth)
Trenngel-Puffer: 1,88 M Tris, pH 8,8
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Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris, pH 6,8
Probenpuffer (5x): 18,4 ml Aqua bidest.,
4 ml Sammelgel-Puffer,
3,2 ml Glycerol,
3,2 ml SDS,

10%, 1,6 ml Bromphenolblau,
1 % 500ul B-Mercaptoethanol
Laufpuffer: 0,03 M Tris,
0,23 M Glycin,
0,08% SDS
Prestained Protein Standard (New England BioLab)
TEMED (BioRad)
Ammoniumpersulfat 10%
Trenngel-Zusammensetzung: 1,7 ml Acrylamid/Biskenydi6sung,
1 ml Trenngel-Puffer,
1 ml SDS, 0,5%,
1,3 ml A. bidest.,
10ul TEMED,
40 ul Ammoniumpersulfat
Sammelgel-Zusammensetzung: 0,33 ml Acrylamid/Bidamidl6sung,
0,4 ml Sammel-gel-Pulffer,
0,4 ml SDS, 0,5%,
0,87 ml Aqua bidest.,
10ul TEMED,
10 ul Ammoniumpersulfat

Die Trenngel-Losung wurde gemischt, mit einer Glastbe bis zu einer Héhe von 5 cm zwi-
schen zwei Glasplatten geflllt und mit 96% Ethaiiloérschichtet. Die Polymerisation des
Gels war nach 1 h abgeschlossen. Das Ethanol wumate Trenngel abgegossen, das Sam-
melgel eingefillt und der Kamm zur Bildung der Reotaschen eingesetzt. Die Polymerisati-
onszeit des Sammelgels betrug 30 min. Die Protebgr wurden mit Probenpuffer (5x)
vermischt und 10 min gekocht. Fur die Elektrophere@surde das Lammli-Puffersystem
(LAMMLLI, 1970) verwendet. Pro Geltasche wurden 1Rmtein bzw. Kontrollpraparation
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennunglgté bei 200 V fur ca. 35 min. In jedem

Lauf wurde der Molekulargewichtsstandard mitgefiihrt
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3522 Western Blot
Material:

Mini Trans-Blot Cell-System (Biorad)
Protran Nitrocellulose-Membran (0,4%n; Schleicher und Schiill)

Filterpapier: Gel-Blotting-Papier (Schleicher unch8ll)

Transfer-Puffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol
TBS: 10 mM Tris
150 mM NacCl
pH 8,5
TBS-Tween: TBS mit 0,05 % Tween 20
Blocking-Puffer: TBS mit 2 % Magermilchpulver
Entwickler-Losung A: 60 mg 4-ChlorNaphthol (Sigma)
20 ml Methanol (eiskalt)
Entwickler-Losung B: 100 ml TBS, eiskalt

60 ul H20; (30 %ig)

Filterpapiere und Schwammkissen wurden im Westdot-Buffer eingeweicht und die Gele
und Nitrocellulose-Membran 10 min in Transfer-Pufdguilibriert. Das Blot-Sandwich, be-
stehend aus Schwammkissen, 2 Filterpapieren, Kittdose-Membran, Gel, 2 Filterpapieren
und Schwammkissen wurde entsprechend den Heratgdiaben in die Transferkammer ein-
gelegt. Die Transferkammer wurde mit Transfer-Ruiffeftllt. Der Transfer der Proteine er-
folgte fur 1 h bei 100 V. Die Transferkammer wudei auf Eis gekuhlt. Nach dem Trans-
fer wurde von den Membranen das Methanol durch Wast TBS entfernt.

Zur Durchfiihrung der immunologischen Detektion varrdlie Membranen zuerst 1 h in Blo-
ckingpuffer bei Raumtemperatur abgesattigt undfdressend zweimal 10 min in TBS gewa-
schen. Die Membranen wurden fur 2 h in Serumverdigen (1:100 in Blocking-Puffer) auf
dem Schiittler inkubiert. Nach zweimaligem WaschenTBS (10 min, RT) wurden die
Membranen in Konjugat (1:2000 in Blockingpufferhdei RT auf dem Schiittler inkubiert.
Anschliessend wurden die Membranen je zweimal @imin bei RT in TBS-Tween und TBS
gewaschen. Die immunologische Farbung erfolgte em dsemisch aus den Entwickler-
Losungen A und B fur 20-30 min. Danach wurden dienNdranen mehrmals in A. bidest.
gewaschen und zwischen zwei Filterpapieren getickdie Auswertung der Grosse der de-
tektierten Bande wurde mit Hilfe des Computerpragres BioProfil 3.1 (LTF, Wasserburg)
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durchgefuhrt.

3.6 Nachweis der T-Zell vermittelten Immunantwort

3.6.1 Lymphozyten-lsolierung aus der Milz

Material:

Zellkulturmedium RPMI 1640 (Sigma)

Fotales Kalberserum (FKS) (Biochrom Seromed)
Lysispuffer fur die Erythrozyten-Lyse (Becton Dinkbn)

Zahlkammer nach Neubauer

Lymphozyten wurden aus der Milz gewonnen. Dazu wuwaith ca. 2 X 2 cm grosses Stick in
einer Petrischale mit RPMI 1640 Medium mit Hilferdin ein Zellkultursieb zerdrtickt. Die so

gewonnene Zellsuspension wurde einmal mit RPMI 1g&@aschen und dann zur Lyse der
Erythrozyten in 1x Lysispuffer resuspendiert unddé. 10 min. inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurde die Zellsuspension dreimal gewascheRRMI 1640 mit 10% FKS resuspendiert

und in der Z&hlkammer nach Neubauer gezahlt.

3.6.2 Isolierung peripherer Blutlymphozyten

Material:
Percoll Trennlésung, 1,077 g/ml Dichte (Biochrom)
Fotales Kalberserum (FKS)

Zahlkammer nach Neubauer

Periphere Blutlymphozyten wurden aus Vollblut (EDTAiIttels Dichtegradientenzentrifuga-
tion mit Percoll isoliert. In 15 ml Réhrchen wurdgweils 7 ml Percoll mit 3 ml der Blut
Uberschichtet und bei Raumtemperatur fir 30 min96e@ g zentrifugiert. Die als Lymphozy-
ten identifizierbare Phase wurde gewonnen, mit RR&M0 gewaschen, in RPMI 1640 mit

10%FKS resuspendiert und quantifiziert in der Zahikner nach Neubauer.

3.6.3 Lymphozyten-Proliferationstest
Material:

Cell Proliferation ELISA Kit, BrdU (Roche Diagnoss)
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PBS, pH 7,4 (Sigma)
1 M H;SOy

Dieser Test beruht auf der colorimetrischen MessieigBrdU-Inkorporation wahrend der
DNA-Synthese nach Zugabe von Antigen-spezifischimu$anzien. Die Durchfuhrung des
Test-ELISAs erfolgte nach den Angaben des Hersselleymphozyten (Milzlymphozyten
oder periphere Lymphozyten) wurden in 96-Loch-Rlat{5x10 Lymphozyten/Loch) bei
37°C kultiviert. Nach 24 h wurden als Proliferatimulanzien jeweils 1Qg und 1ug re-
kombinantes MSG1Escherichia coliKontrollpraparation, aufgereinigtd. suisPréparatio-
nen, Kontrollpraparationen aus Schweineblut, s@iseProliferationskontrolle Concanavalin
A (5 ng/ml) dazugegeben und weitere 48 h bei 37°C inktibanach wurde BrdU-L6sung
(Endkonzentration 1QM) zu den Zellen pipettiert und weitere 24 h bei°&7bebritet. An-
schliessend wurden 30 min die Zellen fixiert undn®® bei RT mit anti-BrdU-POD-L6sung
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wur@@ fil/Loch Substrat dazugegeben.
Nach 15 bis 30 min wurde als StopplosungiZboch 1 M H,SO, dazugegeben und die Opti-

sche Dichte bei 450 nm mit einem Photometer (Telgmnedorf, Schweiz) gemessen.

3.7 Patho-morphologische Untersuchungen

Die Tiere wurden am 84. Versuchstag mit Efit#a(1 ml /5 kg KGW) euthanasiert. Tiere,
die im Verlauf des Versuchs bei der klinischen Wsiehung ein hochgradig gestoértes All-
gemeinbefinden zeigten, wurden aus Tierschutzgriingtgfort euthanasiert. Eine patho-
morphologische Untersuchung wurde an allen getdter®l verendeten Tieren vom Institut

der Tierpathologie der LMU Minchen vorgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Parameter nach der Impfung

Die Vertraglichkeit der Immunisierung wurde anhdaklaler und systemischer Reaktionen
auf die Impfung gepriift. Alle Ergebnisse der klaien Untersuchung der Injektionsstelle fur

die einzelnen Parameter sind in den Tabellen 84isn Anhang dargestellt.

4.1.1 Lokale Reaktionen

41.1.1 Immunisierungsgruppe MSG1Protl (Gruppel)

1. Immunisierung

Funf Tiere der MSG1Protl-Gruppe zeigten acht Stnmdeh der ersten Immunisierung eine
leichte bis geringgradige Veranderung der Konsstam der Injektionsstelle und eine Um-
fangsvermehrung mit einem maximalen Ausmal vorc5Bei drei Tieren war eine leichte
RoOtung zu erkennen. Befunde bezuglich des Parasnétéarme waren negativ. Ab dem ersten
Tag post vaccinationem (p.vacc.) konnten keine gdagfischen Befunde hinsichtlich der
Konsistenz und Roétung erhoben werden. Die Umfangsekerung konnte bis zum dritten

Tag nach der Behandlung nachgewiesen werden.

2. Immunisierung

Nach der zweiten Impfung zeigte die MSG1Protl-Geupwei Stunden p.vacc. tberwiegend
geringgradige bis mittelgradige Veranderungen daemdistenz und drei Tiere eine leichte bis
geringgradige Rétung sowie eine geringgradige bitelgradige Erwérmung der Haut acht
Stunden p.vacc.. Zwei Stunden p.vacc. wiesen a2 eine Umfangsvermehrung mit einem
Ausmald von bis zu 0,5 cm auf. Diese erreichte @iTeren bis zum dritten Untersuchungs-
tag ein Ausmald von bis zu 1 cm. Die AbweichungarVd@érme und der Farbe waren bis zum

2. Tag p.vacc. nachweisbar, die Veranderungen dasiktenz bis zum 3. Tag.

4.1.1.2 Immunisierungsgruppe MSG1Colil (Gruppe?2)

1. Immunisierung

Nach der ersten Immunisierung waren bei der MSG1Estuppe vier Stunden p.vacc. eine

Umfangsvermehrung von bis zu 1 cm mit teilweisathier Verfarbung der Haut und leichter
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bis mittelgradiger Konsistenzanderung zu beobachbe@ Abweichungen hinsichtlich der

Konsistenz und der Umfangsvermehrung waren bei Zvegen bis zum 3. Tag p.vacc. nach-
weisbar. Die ROtung der Haut war nur am Impftagziestellen. Ein Tier wies am ersten Tag
p.vacc. eine mittelgradige Erwarmung der Haut animjektionsstelle auf, welche bis zum 2.

Tag nachweisbar war.

2. Immunisierung

Die Impfgruppe MSG1Colil zeigte bereits vier Stumdeach der zweiten Immunisierung
geringgradige bis hochgradige Konsistenzadnderungeheine Umfangsvermehrung mit ei-
nem Ausmald von bis zu 1,5 cm. Bei vier Tieren vedut &tunden p.vacc. eine geringgradige

Verédnderung bezuglich der Parameter ,Wéarme* undfafeung der Haut" festzustellen.

Die pathologischen Befunde hinsichtlich der Verdndg der Konsistenz waren bis zum
3. Tag p.vacc. zu beobachten. Bei einem Tier zeigte eine Umfangsvermehrung mit einer
maximalen Ausdehnung von bis zu 4 cm. Eine leiéhiéung der Haut war bis zum 3. Tag
p.vacc. nachzuweisen und die leichte bis geringgeaBirwarmung der Haut an der Injekti-

onsstelle konnte bei drei Tieren noch am 1. Tagquvbeobachtet werden.

4.1.1.3 Immunisierungsgruppe MSG1Prot2 (Gruppe3)

1. Immunisierung

Bei der ersten Impfung zeigten alle Tiere der Imisienungsgruppe MSG1Prot2 acht Stun-
den p.vacc. geringgradige Veranderungen der KarsisDas Ausmald der Umfangsvermeh-
rung betrug bis zu 0,5 cm. Am 3. Tag p.vacc. komrikeine pathologischen Befunde mehr
erhoben werden. Bezlglich der Parameter ,Warme*, Medfarbung der Haut* waren keine

Verédnderungen zu erkennen.

2. Immunisierung

Bei allen Tieren der MSG1Prot2-Impfgruppe war \8¢unden p.vacc. eine geringgradige bis
mittelgradige Konsistenzanderung und Erwarmung soeine Umfangsvermehrung von

0,5 cm zu beobachten. Die Abweichungen der Konsistend die Umfangsvermehrung wa-

ren bis zum 3. Tag p.vacc. nachweisbar. Sie eezicbei einem Tier ein Ausmalf3 von 2 cm,
bei den restlichen Tieren bis zu 1 cm. Eine genadge Rotung an der Injektionsstelle war
bei drei Tieren nur am 1. Tag p.vacc. nachzuweiBenTier wies ab dem 2. Tag p.vacc. eine
mittelgradige Verfarbung der Haut auf, die bis ZBinTag p.vacc. anhielt.
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41.1.4 Immunisierungsgruppe MSG1Coli2 (Gruppe 4)

1. Immunisierung

Die Tiere der Immunisierungsgruppe MSG1Coli2 hatteht Stunden p.vacc. Uberwiegend
eine geringgradige bis mittelgradige Konsistenzamug mit einer Umfangsvermehrung von
bis zu 2 cm, die am 3. Tag p.vacc. noch registrgntden konnte. Bei zwei Tieren war am
2. Tag eine hochgradige Veranderung der Konsistarieobachten. Ein Teil der Tiere zeigte
acht Stunden p.vacc. mittelgradige bis hochgraWi@eme sowie eine mittelgradige Verfar-
bung der Haut. Am 3. Tag p.vacc. konnten keine glaghischen Befunde bezlglich der Pa-
rameter ,Warme* und ,Verfarbung der Haut“ mehr dyo werden.

2. Immunisierung

Eine geringgradige bis mittelgradige VeranderungKimnsistenz und eine Umfangsvermeh-
rung von bis zu 1 cm war vier Stunden p.vacc. znbbhehten und konnten bis zum 3. Tag
p.vacc. nachgewiesen werden. Ein Tier zeigte l@s Stunden p.vacc. eine mittelgradige Er-
warmung an der Injektionsstelle. Eine geringgradigefarbung der Haut war bei einem Teill

der Tiere am 1. und 2. Tag p.vacc. zu erkennen.

Abbildung 3: Deutliche Umfangsvermehrung an der rebten Nackenseite nach Injektion
von MSG1Coli2

4115 Protein-Kontrollgruppe (BAD_ohne Insertigaueinigt; Gruppe 5)

1. Immunisierung

Es zeigte sich bei den Tieren der Protein-Kontralppe bereits zwei Stunden nach intramus-
kularer Injektion eine geringgradig derbe Konsigteawie Verfarbung der Haut an der Injek-
tionsstelle. Die Umfangsvermehrung hatte ein Ausmafd 0,5 cm und konnte Gberwiegend
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bis zum 2. Tag p.vacc. beobachtet werden. Eine efert®@ Warme an der Injektionsstelle

konnte nicht nachgewiesen werden.

2. Immunisierung

Eine mittelgradige Konsistenzanderung und Rétungleminjektionsstelle wurde acht Stun-
den p.vacc. festgestellt. Der Parameter ,Warme*“wier Stunden p.vacc. mittelgradig veran-
dert. Das Ausmald der Umfangsvermehrung betrug lumdthwar bis zum 3. Tag p.vacc.

nachweisbar.

41.1.6 E. coli-Kontrollgruppe (E. coli pBAD_ohhesert; Gruppe 6)

1. Immunisierung

Die Tiere derk. colirKontrollgruppe zeigten nach zwei Stunden p.vaecinggradige Kon-

sistenzanderungen und eine Umfangsvermehrung meétr enaximalen Ausdehnung von bis
zu 0,5 cm sowie eine leichte bis geringgradige &éxing der Haut. Eine Erwarmung an der
Injektionsstelle konnte nicht festgestellt werdBie Abweichungen der Konsistenz und der
Umfangsvermehrung waren bei einem Tier bis zumag f.vacc., bei dem zweiten Tier bis

zum 3.Tag p.vacc. zu beobachten.

2. Immunisierung

Bei derE. coliKontrollgruppe traten vier Stunden p.vacc. einefailgsvermehrung bis zu

einem maximalen Ausmal3 von bis zu 1,5 cm auf. Esiteoeine geringgradige bis mittelgra-
dige derbere Konsistenz sowie eine mittelgradigedEmung und eine geringgradige Rotung
festgestellt werden. Die Erwarmung und die Verfadhuler Haut waren bis zum 2. Tag
p.vacc. fuhlbar, die Veranderungen der Konsistemz die Umfangsvermehrung waren bis

zum 3. Tag p.vacc. wahrzunehmen.

4.1.1.7 Kontrollgruppe mit PBS (Gruppe 7)

1. Immunisierung

Die Tiere der PBS-Kontrolle zeigten acht Stunderagc. eine geringgradig derbere Konsis-
tenz und eine Umfangsvermehrung von bis zu 0,5 Eime geringgradige Verfarbung der
Haut wurde nach vier Stunden p.vacc. beobachtet.pathologischen Befunde konnten bis
zum 2. Tag p.vacc. erhoben werden, bei einem Taewsie bis zum 3. Tag p.vacc. nach-
weisbar. Fur den Parameter ,Warme* konnten keingiv@erungen festgestellt werden.
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2. Immunisierung

Acht Stunden p.vacc. zeigten die Tiere eine Umfaageehrung bis zu einem maximalen
Ausmald von bis zu 2 cm. An der Injektionsstellerkeneine geringgradig bis mittelgradig
derbere Konsistenz sowie Verfarbung der Haut bdubaaverden. Eine geringgradige Er-
warmung trat Gberwiegend ab 1. Tag p.vacc. auf wad bei einem Tier bis zum 3. Tag
p.vacc. nachweisbar. Der Parameter ,Konsistenz"bigzum 3. Tag p.vacc. verandert. Bei
einem Tier konnte ab dem 2. Tag eine hochgradigeterKonsistenz festgestellt werden so-

wie eine mittelgradige Rotung an der Injektiondstel

4.1.2 Systemische Reaktionen

41.2.1 Allgemeiner Gesundheitszustand nach defuimgp

Das Allgemeinbefinden (Aufmerksamkeit, Futterauimah Ruheverhalten) wurde vor der

ersten und der zweiten Immunisierung bei allenéhneaals unauffallig bewertet.

Zwei Tiere der MSG1Colil-Impfgruppe wiesen nach eesten Impfung geringgradige Auf-
falligkeiten im Allgemeinbefinden auf. Die Tiere rd&SG1Coli2-Immunisierungsgruppe
zeigten acht Stunden p.vacc. geringgradige bielgrtddige Stérungen des Allgemeinbefin-
dens, welche bei einem Tier bis einen Tag p.vadue#ten. Die restlichen Tiere zeigten nach
der Immunisierung keine Auffalligkeiten in ihrem NAalten.

Nach der zweiten Impfung stieg die Anzahl der Tieri¢ Auffalligkeiten. In den Gruppen

MSG1Protl, MSG1Colilund den drei Kontrollgruppeigian alle Tiere ein geringgradig bis
mittelgradig gestortes Allgemeinbefinden im Zeitrazwei bis vier Stunden p.vacc.. Die
Tiere der Gruppen MSG1Prot2 und MSG1Coli2 wiesetnggradige Storungen im Allge-

meinbefinden auf. Bei einem Tier der MSG1Coli2-lIgnoippe wurde das Allgemeinbefinden
zwei Stunden p.vacc. als hochgradig gestort bewedberinggradige Stérungen zeigten sich
bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes bei zweemider MSG1Protl-Gruppe, bei je-
weils einem Tier der Protein-Kontrollgruppe und @8S-Kontrolle und bei beiden Tieren

derE. coliKontrollgruppe.
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4.1.2.2 Rektaltemperatur

Temperaturverlauf nach den Immunisierungen
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Abbildung 4: Temperaturverlauf nach den Immunisierungen gegliedert nach Versuchs-
gruppen. Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der mmpfungen.

Bei der ersten Immunisierung kam es zwei Stundeacp. zu einem Anstieg der Korpertem-
peratur in allen Gruppen, wie in Abbildung 4 zueselst. Der mittlere Anstieg der Tempera-
tur in den Impfgruppen MSG1Colil und MSG1Coli2 wher E. colirKontrollgruppe ergab
vier und acht Stunden nach der ersten Injektioereilemperaturunterschied von mehr als
1°C zu den anderen Gruppen. Bei drei von vier Tieder Gruppen MSG1Colil und
MSG1Coli2 wurde ein Anstieg der Korpertemperatur @oer 41°C gemessen. Die durch-
schnittliche Rektaltemperatur der anderen Gruppgdana sich zwischen 39,5°C und 40°C in
dem Zeitraum zwei bis acht Stunden p.vacc.. Am Tagvacc. war die Korpertemperatur bei
allen Tieren unter 40°C gesunken. Nur 1 Tier darppe MSG1Colil hatte eine Rektaltem-
peratur von 40,2°C.

Nach der zweiten Immunisierung stieg die Korperteratur vier Stunden p.vacc. bei allen
Gruppen auf Uber 40°C. Bei allen Gruppen auRelP&3-Kontrollgruppe konnte acht Stun-

den p.vacc. eine durchschnittliche Rektaltemperabur 40,5°C bis 41°C gemessen werden.
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Einen Tag nach der zweiten Immunisierung ergabemvissungen grof3tenteils eine Tempe-

ratur< 40°C.

4.2 Ergebnisse der klinischen Untersuchung und alégneinen Labordia-

gnostik nach der Belastungsinfektion

Die 25 in die Untersuchungen eingehenden Schwearemzum Aufstallungszeitpunkt kli-
nisch gesund. Alle Parameter, die h&matologisch klimisch-chemisch bestimmt wurden,
lagen im Normbereich. In der fluoreszenzmikroskope Untersuchung der mit Akridino-
range gefarbten Blutausstriche war in keinem Malsuisnachweisbar. Die Versuchsgruppen
5, 6 und 7 werden flr die weiteren AuswertungenMeiparameteru einer Kontrollgruppe

zusammengefasst.

Ein Tier der Gruppe 1 (Tiernummer 1) zeigte nachSjgdenektomie Erbrechen und Apathie.
Es wurde aufgrund seines hochgradig gestdrten dkgebefindens nicht mM. suisinfiziert
und am Tag 37 euthanasiert. Bei der patho-morpedbgn Untersuchung konnte eine Inva-

gination des Dunndarms Uber eine Strecke von 2festgestellt werden.

Tabelle 3 zeigt die klinischen Ergebnisse der i dintersuchung eingehenden Schweine.
Sechs bis acht Tage nach experimenteller Infektien25 Schweine war ein Anstieg der
Kdrpertemperatur von durchschnittlich 39,2°C aukimmeal 41,7°C zu beobachten. Die Tiere
zeigten das klinische Bild einer akuten Eperythoomse. Die Diagnose wurde bei der Beur-
teilung des mit Akridinorange gefarbten Blutauss$tsi und anhand charakteristischer Veréan-
derungen von Erythrozytenzahl, HamoglobingehalimBi@kritwert, Leukozytenzahl, Biliru-
bin, Eisen und Glukose bestatigt. Die Tiere zeigledem ausgepragte Anorexie sowie Apa-
thie. Im anschliessenden Untersuchungszeitraurantraei allen Tieren die gleichen Sym-
ptome wiederholt im Abstand von 5 bis 10 Tagen &lit bei einem Tier wurde nach dem
zweiten akuten eperythrozoonotischen Anfall keimeeate klinische Symptomatik beobach-
tet. Bis zum Versuchsende zeigten die Tiere dututigtich 4,8 akute Anfélle. Die klini-
schen Symptome bildeten sich bei einem Grossteillae nach einer funftagigen Behand-
lung mit Oxytetrazyklin (Terramycin LA®, 40 mg/ KGW) vollstandig zurtick. Sieben Tie-
re mussten vor Versuchsende aufgrund ihres hociggrsetanderten Allgemeinbefindens

euthanasiert werden und vier Tiere sind verendet.

Tabelle 3: Klinische Ergebnisse der in die Untersudwng eingehenden Schweine
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Gruppe

Tiernummer

Akute Eperythrozoonose
Tag nach 1.Immunisierung

Euthanasie/verendet

1 2 42./ 47./ 52./ 59./ 69./ 78. Euthanasie Tag 84
1 3 42./ 47./1 52./ 58./ 66./ 74. Euthanasie Tag 84
1 4 41. Euthanasie Tag 44

1 5 41./ 46./ 53./ 61./ 70. Euthanasie Tag 84
1 6 41. Euthanasie Tag 46

2 7 43./ 51. Euthanasie Tag 84
2 8 41./51./61./ 72./ 83. Euthanasie Tag 84
2 9 42./51./61./ 77. Euthanasie Tag 84
2 10 41. Euthanasie Tag 44
2 11 41./49./57./64./ 70./ 79. Euthanasie Tag 84
3 12 41. verendet Tag 42

3 13 41./ 48./ 55./ 66./ 82. Euthanasie Tag 84
3 14 41. verendet Tag 44

3 15 41./ 48./ 55./ 61./ 70. Euthanasie Tag 71
4 16 41. verendet Tag 42

4 17 41./ 49./ 56./ 66./ 76. Euthanasie Tag 84
4 18 41./51./ 57./ 64. Euthanasie Tag 84
4 19 42. Euthanasie Tag 44
5 20 42./51./ 59./ 69. Euthanasie Tag 84
5 21 42.] 49. verendet Tag 49

6 22 43./51./57./ 65./ 74./ 81. Euthanasie Tag 84
6 23 42./ 51./ 59. Euthanasie Tag 59
7 24 41./ 49./ 59./ 68./78. Euthanasie Tag 84
7 25 42.] 49. Euthanasie Tag 50
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4.2.1 Ergebnisse der Blutparameter

42.1.1 Erythrozytenzahl, Hamoglobingehalt und Hekwdtwert

Die Erythrozytenzahl, der Hamoglobingehalt und ématokritwert sind in ihrer Hohe so-
wie im Verlauf Gber den Untersuchungszeitraum getrélir die einzelnen Versuchsgruppen
und die Kontrollgruppe in den Abbildungen 5, 6 uhdargestellt. Die Referenzbereiche wer-
den in Tabelle 4 dargestellt. Ab Tag 42 konntedsatlicher Abfall der drei Parameter beo-
bachtet werden, der an Tag 49 fur die Hamoglobitd Hamatokritkonzentration bzw. an
Tag 52 fur die Erythrozytenzahl sein Minimum erhe&c Die MSG1Protl-Gruppe wies an
Tag 49 die niedrigste Erythrozytenzahl (1,76 TdBn niedrigsten Hamoglobingehalt (48 g/l)
und den niedrigsten Hamatokritwert (0,118 /1) adft einer Erythrozytenzahl von 2,76 TI/I,
einem Hamoglobingehalt von 77 g/l und einer Hamatlkdnzentration von 0,230 I/l waren
bei der Gruppe MSG1Coli2 die héchsten Werte an4Bmessbar. Bis zum Ende des Unter-
suchungszeitraums wurde wieder ein Anstieg derRmeameter in allen Gruppen festgestellt.

Die Werte blieben aber deutlich unter dem Normioérei

Tabelle 4: Referenzbereiche (KRAFT et al., 2005)

Schwein
Erythrozytenzahl 5,8 —8,1 x ¥l 58—28,1T/l
Hamoglobinkonzentration 6,7 — 9,2 mmol/l 108 — 1418
Hamatokritwerte 33-45% 0,33-0,451/
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Mittelwerte der Erythrozytenzahl
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Abbildung 5: Mittlere Erythrozytenkonzentration gegliedert nach Versuchsgruppen.
Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Belastungafektion

Mittelwerte der Hdmoglobinkonzentration
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Abbildung 6: Mittlere Hamoglobinkonzentration gegliedert nach Versuchsgruppen. Der
Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Belastungsinidion.



Ergebnisse 52

Mittelwerte der Hamatokritkonzentration
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Abbildung 7: Mittlere Hamatokritkonzentration gegli edert nach Versuchsgruppen. Der
Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Belastungsinidion.

4.2.1.2 Leukozytenzahl
Mittelwerte der Leukozytenzahl
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Abbildung 8: Mittlere Leukozytenzahl gegliedert nat Versuchsgruppen. Der Pfeil
kennzeichnet den Zeitpunkt der Belastungsinfektion.
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Fur die Gesamtleukozytenzahl werden beim SchweirtéN@n 10 bis 22 G/l als Referenzbe-
reich angegeben. Die mittlere Leukozytenzahl stibgrag 42 in allen Gruppen an und er-
reichte an Tag 52 ihren Hochstwert (Abb. 8). Didagrbei der Kontrollgruppe bei 72,9 G/I,
bei den Gruppen MSG1Protl, MSG1Colil und MSG1PretEchen 44,7 und 60,7 G/I. Die
MSG1Coli2-Impfgruppe wies den niedrigsten Maximaiweon 29,4 G/I auf. Bis zum Ver-
suchsende fiel die mittlere Leukozytenzahl in al@mppen wieder ab, wobei nur die Werte

der Gruppen MSG1Prot2 und MSG1Coli2 grosstentaisiar im Normbereich lagen.

4.2.1.3 Glukose
Mittelwerte der Glukosekonzentration
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Abbildung 9: Mittlere Glukosekonzentration gegliedet nach Versuchsgruppen. Der
Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Belastungsiniiion.

Die mittlere Glukosekonzentration lag vor der Balagsinfektion in allen Gruppen im
Normbereich von 4,0 bis 6,4 mmol/l. An Tag 42 kenein deutlicher Blutzuckerabfall im
Serum in den Gruppen MSG1Prot2 und MSG1Coli2 undkaatrollgruppe festgestellt wer-
den, wobei bei der MSG1Prot2- und der MSG1Coli2gprusogar nur Werte von 0,6 mmol/l
gemessen wurden (Abb. 9). Der Blutzuckergehaltbhtiei Gruppe MSG1Prot: 4 mmol/l,

ebenso bei Gruppe MSG1Colil, bei der an Tag 42\&rt < 4 mmol/l festgestellt wurde. Ab
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Tag 49 lagen die Mittelwerte der Glukosekonzentratn allen Gruppen Uberwiegend wieder
im Normbereich.

4.2.1.4 Bilirubin
Mittlere Bilirubinkonzentration
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Abbildung 10: Mittelere Bilirubinkonzentration gegl iedert nach Versuchsgruppen. Der
Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Belastungsiniiion.

Fur die Gesamtbilirubinkonzentration werden bein&sin Werte von 0,0 bis 4,00mol/I
als Referenzbereich angegeben. Die MSG1Coli2-Grigtipe nach der Belastungsinfektion
bis zum Versuchsende im Normbereich, nur an Tagofte eine minimale Erhéhung fest-
gestellt werden (Abb. 10). In den anderen Grupperde eine deutliche Erh6hung der mittle-
ren Bilirubinkonzentration beobachtet. Die MSG1RfGruppe erreichte an Tag 52 ihren
Hochstwert mit 16,97umol/l, ebenso die Gruppe MSG1Colil (§#ol/l) und die Kontroll-
gruppen (24,4umol/l). Bei der MSG1Prot2-Gruppe kam es bis zu #8gzu einem signfi-
kanten Anstieg des Bilirubingehaltes auf 12@20l/l. Danach sank der Wert auf O,@@ol/|
und stieg an Tag 56 auf seinen Hochstwert in di€saeppe (15,66mol/l) an. Ab Tag 63 bis
zum Ende des Versuchs blieben die Werkgumol/I.
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Abbildung 11: Mittlere Eisenkonzentration gegliedet nach Versuchsgruppen. Der
schwarze Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Bel&gngsinfektion, die schwarz-weil3en
Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Eisengabe

Die Eisenkonzentration ist in ihrer Hohe sowie ¥afliber den Untersuchungszeitraum ge-
trennt fir die einzelnen Behandlungsgruppen undaietrollgruppe in Abbildung 1darge-
stellt. Als Normalbereich werden beim Schwein Wett&,9umol/l angegeben. Trotz Eisen-
applikation am 3. und 14. Lebenstag der FerkelBeginn des Versuches liegt die mittlere
Eisenkonzentration an Tag O bei allen Gruppen ad@erGruppe MSG1Prot2 unter dem
Normbereich. Bis Tag 28 stieg der Eisengehalt imu®ein den Gruppen MSG1Protl,
MSG1Colil und MSG1Coli2 und den Kontrollgruppen den Normbereich. In der
MSG1Prot2-Gruppe hingegen konnte ein Abfall aufLi#mol/l beobachtet werden. An Tag
42 wurde ein signifikanter Abfall der mittleren Emsverte in allen Gruppen nachgewiesen.

Danach stieg die Eisenkonzentration wieder an agdab Tag 56 bis zum Versuchsende bei
allen Tieren Uberwiegend im Normbereich.
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4.2.2 Ergebnisse der patho-morphologischen Untershiangen

Eine patho-morphologische Untersuchung wurde amalthanasierten und verendeten Tie-

ren durchgefihrt.

4.2.2.1 MSG1Protl-Gruppe

Die Sektion der an Tag 44 und 46 euthanasiertere Eeyab Befunde einer gering- und mit-
telgradigen interstitiellen Pneumonie und mittetigen und hochgradigen interstitiellen
nichteitrigen Herdnephritis. Bei einem Tier koneiae lokale Peritonitis an der 5 cm langen
Nahtstelle festgestellt werden und das zweite Wies eine nichteitrige Epi- und Myokarditis
und eine Enteritis auf. Die drei Tiere, die am Velsende euthanasiert wurden, zeigten bei
der patho-morphologischen Untersuchung eine getg-mittelgradige interstitielle Pneu-
monie, eine gering- bis mittelgradige interstigetjemischtzellige Hepatitis und eine gering-

bis mittelgradige chronische interstitielle follikwe Nephritis.

4.2.2.2 MSG1Colil-Gruppe

Bei der Sektion des am Tag 44 euthanasierten Tieneste eine geringgradige interstitielle
Pneumonie festgestellt werden. Die restlichen T{are 4) wurden am Tag 84 euthanasiert
und wiesen eine gering- bis mittelgradige inteiedté Pneumonie, eine gering- bis mittelgra-
dige interstitielle gemischtzellige Hepatitis unde=gering- bis mittelgradige chronische in-

terstitielle follikulare Nephritis auf.

4.2.2.3 MSG1Prot2-Gruppe

Die am Tag 42 und 44 verendeten Tiere zeigten eeiSgktion multifokale Petechien und
Ekchymosen v.a. an den Akren. Bei einem Tier komme mittelgradige interstitielle Pneu-
monie, bei dem anderen Tier ein interstitielles Mdend eine fibrindse Pleuritis festgestellt
werden. Die Sektion des am Tag 71 euthanasiertere§iergab einen chronischen Abszess
im Nacken, eine mittelgradige interstitielle Pneuneamit einer fokalen geringgradigen Pleu-
ritis, eine gering- bis mittelgradige Nephritis seveine gemischtzellige Hepatitis. Das am

Versuchsende euthanasierte Tier wies eine Pneuptdepatitis und Nephritis auf.

4.2.2.4 MSG1Coli2-Gruppe

Die patho-morphologische Untersuchungen der am4Pagerendeten und am Tag 44 eutha-
nasierten Tiere ergaben eine mittel- bis hochgmdigdmie und einen gering- bis mittelgra-

digen lkterus. Neben einer gering- bis mittelgradignterstitiellen gemischtzelligen Hepatitis
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und nichteitrigen Nephritis konnte bei einem Tiereehochgradige und tiefreichende eitrig-
einschmelzende und abszedierende Myositis in dekétaegion mit einem Ausmald von 5
cm sowie ca. 400 ml geronnenes Blut in der Brudthilhchgewiesen werden. Die beiden am
Versuchsende euthanasierten Tiere wiesen nebeniefaestitiellen Pneumonie eine Hepati-

tis und Nephritis auf.

4.2.2.5 Kontroll-Gruppe

Die Sektionen der am Tag 49 verendeten und an Uaguthanasierten Tiere ergaben neben
Anamie, lkterus, Zyanosen an den Ohrmuscheln unéregeringgradigen interstitiellen
Pneumonie ausserdem eine geringgradige interitéthteitrige Herdnephritis. Bei einem
Tier konnte zusatzlich eine geringgradige Entertisl ein mittelgradig interstitielles, betont
perivaskulares Odem am Herz festgestellt werdes. &a Tag 59 euthanasierte Tier zeigte
bei der patho-morphologsichen Untersuchung eintelgiadige Anamie, eine geringgradige
interstitielle Pneumonie sowie eine geringgradigerstitielle nichteitrige Herdnephritis. Bei
der Sektion der am Versuchsende euthanasierter Werde eine gering- bis mittelgradige
interstitielle Pneumonie, eine gering- bis mittaldjge interstitielle gemischtzellige Hepatitis

und eine gering- bis mittelgradige chronische stigelle follikulare Nephritis nachgewiesen.

Alle Ergebnisse der patho-morphologischen Untdrsng fur die einzelnen Tiere sind in der

Tabelle 15 im Anhang dargestellt.

4.2.3 Zellulare Immunantwort nach Immunisierung

Die zellulare Immunreaktion auf die Vakzination wermittels T-Zell-Proliferationstest be-
stimmt. Dazu wurden Milz-Lymphozyten prapariert/tikiert und anschliessend spezifisch
mit einer gereinigteM. suisPraparation und rekombinantem MSGL1 stimuliert. Régativ-
Kontrolle dienten Préparationen aus dem Blut \Wn suisnegativen Schweinen sowie
E. coliKontrollpraparationen. Die Proliferationsrate naShtimulierung mit dem Mitogen
Concavalin A wurde als 100% Wert festgelegt undligoProliferationsrate (%) nach Stimu-
lierung mit spezifischen Antigenen und Kontrollgeinen berechnet.

Die Versuchsgruppen MSG1Protl und MSG1Prot2 sowssMColil und MSG1Coli2 wur-
den jeweils zu einer Gruppe (MSG1Prot bzw. MSG1daliden Auswertungen zusammen-

gefasst.
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Abbildung 12: Lymphozytenproliferation Impfgruppe r MSG1 Protein

In der rIMSG1 Protein-Impfgruppe konnte nach Stienulng mit rMSG1 eine Proliferations-
rate von 55,89% und mM. suiseine Rate von 39,13% nachgewiesen werden. Nactulst

rung mit den Kontrollpraparationen betrug die Repétionsrate 21,7% bzw. 22,59%.
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Abbildung 13: Lymphozytenproliferation Impfgruppe r MSG1 Coli

In der Gruppe der MSG1 Coli-immunisierten Tiere kim die Milzlymphozyten ebenfalls
spezifisch stimuliert werden: nach Stimulation MtSG1 mit einer Rate von 36,83% und
nach Stimulation miM. suismit einer Rate von 18,55%. Die Kontrollwerte nactspezifi-
scher Stimulation mit den Negativpraparationen uggn 11,76% E. coli-

Kontrollpraparationen) bzw. 13,2% (negative Blufyagationen).
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Abbildung 14: Lymphozytenproliferation Kontrollgrup pe

In der Kontrollgruppe blieben die Proliferationsmat unabhangig davon ob eine spezifische
(M. suis rMSG1) oder unspezifisch& ( coli, negative Blutpraparation) Stimulation vorge-
nommen wurde, ungefahr auf gleichem Niveau. Nachspgezifischen Stimulierung wurden
die Proliferationsraten von 10,95% und 16,03% naulgsen, nach der unspezifischen Sti-
mulation betrug die Proliferation 14,68% bzw. 15/68

4.2.4 Humorale Immunantwort nach Immunisierung undBelastungsinfektion

Die humorale Immunantwort wurde mittels rekombiearnELISA-Systeme ermittelt. Zwei
der Hauptantigene (rMSG1=gleichzeitig ImpfantigetspAl) wurden rekombinant . coli
exprimiert und als Testantigene im ELISA eingeséBOELZLE et al., 2007a). MSG1-
spezifische Antikérper wurden in allen Immunisiegagruppen spatestens 21 Tage nach der
Vakzination nachgewiesen. Durch die zweite Impfenfglgte eine Verstarkung der Immun-
antwort (Boost-Effekt).

Eine MSGL1-spezifische humorale Immunantwort konite zum Versuchsende (Tag 84)
festgestellt werden. Nach der Belastungsinfektiomnden keine signifikanten Unterschiede in
der Hohe der ELISA-OD-Werte zwischen den geimpf@&ppen und der Kontrollgruppe
beobachtet.

Eine HspAl-spezifische humorale Immunantwort korihfEage nach der Belastungsinfekti-
on in allen Versuchsgruppen nachgewiesen werderkoBsten keine signifikanten Unter-
schiede in der Hohe der ELISA-OD-Werte zwischen tremunisierungsgruppen und den

Kontrollgruppen festgestellt werden. In allen Greppvar wahrend des Infektionsverlaufs zu
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unterschiedlichen Zeitpunkten ein kurzzeitiger Albfder M. suisspezifischen humoralen
Immunantwort sowohl gegen MSG1 als auch gegen HspAbeobachten. Zum nachsten

Mess-Zeitpunkt stieg der Antikorper-Gehalt im Berism wieder an.
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Abbildung 15: Humorale Immunantwort gegen rMSG1
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Abbildung 16: Humorale Immunantwort gegen rHspA1l
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4.2.5 M. suis-Konzentration im Blut wahrend der Belastungsinfekion

Die M. suisKonzentration im Verlauf der Infektion wurde mlgeuantitativer PCR ermittelt.
Das Blut der Schweine wurde im wochentlichen Abdtantersucht. Abbildung 17 zeigt den
Verlauf derM. suisKonzentrationen in den verschiedenen Gruppen. NaclBelastungsin-
fektion stieg der Gehalt . suisin allen Gruppen stark an und erreichte Werte cvés 3.6

x 10° M. suis/ ml Blut und 1.16 x 18 M. suis/ ml Blut. In allen Gruppen war wéhrend des

gesamten Infektionsverlaufs. suisnachweisbar.

In den Immunisierungsgruppen MSG1Prot2 und MSGXCidl derM. suisGehalt im Blut
14 Tage nach der Infektion auf Werte von 1.2 ¥ MO suis/ ml Blut bzw. 1.7 x 1®M. suis/
ml Blut ab, wéhrend in allen anderen GruppenMieuisKonzentration nicht abfiel und bei
Werten zwischen 8.5 x 1OM. suis/ ml Blut und 1.8 x 18 M. suis/ ml Blut lag.

In der Impfgruppe MSG1Prot2 konnte 21 Tage naclekiinbn wieder ein Anstieg des
M. suisGehalts auf einen Wert von 9.6 x°1. suis/ml Blut beobachtet werden.

In der MSG1Coli2-Immunisierungsgruppe blieb dile suisKonzentration 28 und 35 Tage
nach der Infektion bei Werten von 9.7 X°2. suis/ ml Blut und 2.6 x 1DM. suis/ ml Blut
und stieg ab dem 42. Tag nach der Infektion wiese(3.9 x 18 M. suis/ ml Blut).
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Abbildung 17: M. suis-Gehalt im Blut wahrend des Iriektionsverlaufs
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5 Diskussion

Die Eperythrozoonose des Schweines, verursachhdursuis,ist eine weltweit verbreitete
Infektionskrankheit mit wirtschaftlicher Bedeuturigje akute Verlaufsform ist gekennzeich-
net durch Fieber, immunh&molytische Anadmie, Zyanose den Akren und massiver Hy-
poglyké&mie. Bei der chronischen Eperythrozoonasaefi man Anamien, verzégertes Wachs-
tum und eine signifikant erhdhte Anfalligkeit furrale und andere bakterielle Infektions-
krankheiten in den Mastbetrieben, sowie eine vedsiite Reproduktionsleistung in Zuchtbe-
trieben mit erhdhter embryonaler Sterblichkeit édmbrten (MESSICK, 2004).

Bei einer akuten Erkrankung fuhrt die parenteralermrale Applikation von potentiell wirk-
samen Antibiotika wie z.B. Tetrazyklin zu einerrkéichen Besserung der Symptome, aber es
wird keine Eliminierung der Mykoplasmen erreichteetroffenen Tiere bleiben chronisch-
persistent infizierte Tragertiere, und zeigen eenkedhte Empfanglichkeit fir multikausale
Durchfall- und Respirationskrankheiten (MESSICK0O2)

Der zunehmende Konsumentenwunsch nach Antibiotiéiadrzeugtem Fleisch erhoht die

Bedeutung praventativer Malinahmen.

Allerdings gestaltet sich die Entwicklung eines fatpffes gegenM. suis schwierig, da
M. suisals Vertreter der hamotrophen Mykoplasmen bislangiiro nicht kultivierbar ist
(NEIMARK et al., 2001; HOELZLE, 2007). Daher steheimerseits keine Reinkulturen fir
eine Ganzzell-Vakzine zur Verfigung, andererseiggsssvman sehr wenig Uber die Erreger-

strukturen, die an der Pathogenese der porcinerythpgzoonose beteiligt sind.

In Untersuchungen zur humoralen Immunantwort ineexpentell infizierten Schweinen
konnten drei Hauptimmunogene (p40, p45, p70) ifierdit werden, denen eine wichtige
Rolle im Infektionsverlauf zugeschrieben wird (HOHIE et al., 2006). Eines dieser drei
Antigene stellt dagvl. suisProtein MSG1 (p40) dar, das wahrend der experiatient
M. suisinfektion beantwortet wird (HOELZLE et al., 2007&ie humorale Immunantwort
gegen MSG1 beginnt spatestens zwei Wogbest infectionenund bleibt wahrend des ge-
samten Infektionsverlaufs bestehen. Nur zum Zekpemes akuten eperythrozoonotischen
Anfalls kann wie auch gegen andere immunogene iRgtein typischer Abfall spezifischer
anti-M. suisAntikorper und damit auch ein Abfall der anti-MS@htikorper beobachtet
werden (HOELZLE et al., 2006; HOELZLE et al., 20D7a

Das M. suisProtein MSG1 wird von dem GeansdL mit einer Grosse von 1011 bp kodiert.
Das Protein MSGL1 ist aus 336 Aminosauren aufgelraditveist damit ein Molekulargewicht
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von 36,7 kDa auf (HOELZLE et al., 2007c). Fur daS®L wurden pathogenetisch wichtige
Eigenschaften nachgewiesen: Einerseits konnte ftro \@ine Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Aktivitat (GAPDH-Aktivitat) festgestellt werden. Beeiteren wurde nachgewiesen, dass
MSG1 an der Bindung der Mykoplasmen an die Erytyiemmberflache beteiligt ist
(HOELZLE et al., 2007c). Beide Eigenschaften siid den Lebenszyklus voll. suisvon
Bedeutung und stehen in engem Zusammenhang mitwvziektigen pathogenetischen Pha-

nomenen der porcinen Eperythrozoonose.

(1.) M. suisinfizierte Schweine zeigen wéahrend des akuten Wnfinen lebendsbedrohli-
chen Abfall der Blutglukosewerte, der eindeutig dem Stoffwechsel voNl. suisin Verbin-
dung steht (HEINRITZI et al., 1990; SMITH et al99D). Als Ursache des stark erhdéhten
Glukoseverbrauchs kommt einerseits eine Verstoffisiemg durch den Erreger selbst, ande-
rerseits eine erregerinduzierte Steigerung deshmgytaren Glukoseabbaus in Betracht
(HEINRITZI et al., 1990). Die wahrend der Fiebeg&lld reduzierte Futteraufnahme kann
nicht als Ursache der Hypoglykamie angesehen weliMe.LER et al., 1983). Inwieweil.
suiszu einem eigensténdigen Glukoseabbau in der lsigkann momentan nicht vollstandig
aufgeklart werden, da eine Methode murvitro-Kultivierung bisher nicht zur Verfiigung
steht. MSG1 ist das ersié. suisProtein, das nachweislich eine Funktion im Glukas&au
hat (GAPDH-AKkktivitat; HOELZLE et al., 2007b). MSGAeist auch auf genetischer Ebene
Homologien zu bakteriellen GAPDHs auf (52,6 — 54,36 GAPDH-Genen anderer My-
koplasmen; HOELZLE et al., 2007b).

(2.) Die Adhasion an die Erythrozyten ist fur harophe Mykoplasmen essentiell fir den
Lebenszyklus. Man geht davon aus, dass sich hapt@rMykoplasmen auf der Oberflache
der Erythrozyten vermehren: ZACHARY und BASGALL @B konnten in elektronenmik-
roskopischen Untersuchungen auf infizierten Eryiiten verschiedene Replikationsformen
nachweisen. Aus diesen elektronenmikroskopischeersinchungen ist ausserdem bekannt,
dassM. suisuber fibrillare Strukturen mit der Oberflache déirtserythrozyten verbunden ist
und Einbuchtungen und Vertiefungen der Erythrozgbemflache entstehen (MESSICK,
2004; ZACHARY und BASGALL, 1985). Dieser enge Kdkitawischen Bakterium und
Wirtszelle fuhrt zu massiven Veranderungen und 8igjodag der Wirtserythrozyten. Bislang
ist allerdings noch unklar, aus welchen Proteineseal Adherenz-Strukturen aufgebaut sind.

MSG1 wurde bisher als erstiek suisProtein beschrieben, das an der Adhasion betastigt
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IEmyhd 4

Abbildung 18: Elektronenmikroskopische Aufnahme (20000fache Vergréf3erung) zeigt
den engen Kontakt vonM. suis mit der Wirtszelle Erythrozyt

HOELZLE und Mitarbeiter (2007c) konnten nachweiséass nicht-adharente coli durch
die rekombinante Expression von MSG1 auf ihrer @&%ene die Eigenschaft zur Adh&sion
an Schweineerythrozyten erlangen. Diese Adhasiomtieodurch anti-MSG1-Antikérper ge-
hemmt werden. Das gibt einen Hinweis darauf, dassieh bei MSG1 um ein Virulenz-
assoziertes Protein handelt und Antikdrper gegegsedi Protein einen protektiven Schutz in-
duzieren konnten. Solche virulenzassozierten Rretsind aussichtsreiche Impfstoffkandida-
ten. Eine rekombinante Expression JWdn suisProteinen inEscherichia colierméglicht die
Herstellung von relativ reinem Protein in grésseiangen. Rekombinantes MSG1 zeigt
glykolytische Aktivitat (HOELZLE et al., 2007c). @arch konnte nachgewiesen werden,
dass inE. coli funktionell aktives Protein exprimiert wird. Diexgression von MSG1 iM.
suis erfolgt sowohl im Zytoplasma als auch als obelf&tstandiges Membranprotein
(HOELZLE et al., 2007c). Fur rekombinantes MSE.1€eoli konnte eine gleiche Komparti-
mentierung nachgewiesen werden.BHncoli wird rMSG1 im Zytoplasma, in der Membran

und auf der Oberflache exprimiert.
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MSG1-exprimierend&. coli (grine Fluoreszenz)
adharieren an der Oberflache von Schweineerytheozyt

NegativeE. coli (keine MSG1 Expressiof)) keine Adla-
rerz an der Oberflache von Schweineerythrozytehroyt
zyten

Acridinorange gefarbter Blutausstrich

Abbildung 19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme vo M. suis (1000fache Vergrél3e-
rung)

Mittels des im Rahmen dieser Pilotstudie durchgeéih Protein-Immunisierungsversuchs
sollte die Immunogenitat von MSG1 néher charakttissowie der Einfluss auf die Modula-
tion einer Immunantwort Gberprift werden. Da, wieo erwahnt, nicht-adharierende coli
durch die MSG1-Expression adhasive Fahigkeiten iasve wurden ausserdem rekombinan-
te E. coli als Impfantigen verwendet. Fur diesen Versuchds&n von HEINRITZI (1984b)
etabliertes und héaufig angewendetes Tiermodell\Manfigung: In diesem Modell werden
splenektomierte Schweine verwendet, die siebeadhis Tage nach der Splenektomie akute
eperythrozoonotische Anfélle mit hohem Fieber eckein. Der Vorteil dieses Tiermodells
liegt in seiner eindeutigen Messbarkeit der klihest Parameter wie Fieber, gestortes Allge-

meinbefinden sowie der hAmatologischen Parameter.

Zur Unterstitzung der immunogenen Wirkung des AamsggMSG1 erfolgten die Immunisie-
rungen als Emulsion, bei der das Antigen mit Fregchdm Adjuvans emulgiert wurde. Man
unterscheidet zwischen komplettem Freund’schenvadisi und inkomplettem Freund’schen
Adjuvans. Das komplette Freund sche Adjuvans besiehabgettteten Bakteridvy(cobac-

terium tuberculosis Mineral6l und einem Emulgator, beim inkomplettereundschen Adju-
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vans fehlen die Bakterien. Die Emulsion zwischenGdSund Mineraldl erzeugt nach einer
Injektion ein Depot, aus dem das MSG1 langsam i T™erkorper freigesetzt wird. Durch

die Bakterien kommt es zu einer allgemeinen Vekst@yg der Immunantwort. Freund sches
Adjuvans kann allerdings bei Versuchstieren Entoinggn an der Injektionsstelle, Fieber
und Granulombildung verursachen (TIZARD, 2000). Forteil des Freund schen Adjuvans
liegt in der Stimulierung sowohl der zellularen alsech der humoralen Immunantwort. Auf-

grund dessen war das Freund’sche Adjuvans in dreegstudie das Mittel der Wahl.

In den Untersuchungen konnten Gewebeirritationemolbin den Immunisierungsgruppen
als auch in den Kontrollgruppen festgestellt werdésch der 1. Immunisierung mit komplet-
tem Freund'schen Adjuvans war kein deutlicher Wateed zwischen den einzelnen Grup-
pen erkennbar. Es konnte Uberwiegend eine geridggrakonsistenzanderung mit einem
Ausmald von ca. 0,5 bis 1 cm und eine geringgraigeing beobachtet werden. In den Im-
munisierungsgruppen MSG1Colil, MSG1Prot2 und MSGiPCaurde geringgradige bis
hochgradige Warme an der Injektionsstelle nachgeemie Die Tiere der Immunisierungs-
gruppe MSG1Coli2 wiesen nach der 1. Impfung grisetls geringgradige bis mittelgradige
Konsistenzanderungen mit einer maximalen Ausdehmamgbis zu 2 cm sowie eine mit-
telgradige Rotung auf. Die meisten Schweine zeigi@rh der 1. Immunisierung keine Auf-
falligkeiten in ihrem Verhalten. Die Ergebnisse demperaturmessung am Tag der Impfung

ergaben keine deutlichen Unterschiede zwischerveisthiedenen Versuchsgruppen.

Bei der 2. Immunisierung wurde als Adjuvans inkoetigls Freund sches Adjuvans verwen-
det. In allen Versuchsgruppen wurden stérkere éoléaktionen festgestellt. Es konnte
grosstenteils eine geringgradige bis mittelgradigebe Konsistenz und eine Umfangsver-
mehrung von 0,5 bis 1,5 cm beobachtet werden, sewie geringgradige Verfarbung der
Haut und eine geringgradige bis mittelgradige Enmiéing an der Injektionsstelle. Die Tiere
zeigten am Tag der 2. Impfung ein geringgradigritelgradig gestortes Allgemeinbefin-

den. Bei allen Gruppen aulRer der PBS-Kontrollgrupgente am Tag der 2. Impfung eine

durchschnittliche Rektaltemperatur von 40,5°C #isC gemessen werden.

In der Literatur werden sehr intensive Gewebetigteen, Entziindungsreaktionen und Fieber
bei komplettem Freund’schem Adjuvans beschrieb&NEET et al., 1992), die im direkten
Vergleich mit inkomplettem Freund schen Adjuvansnien starker ausfallen (YAMANAKA

et al., 1993). Im Gegensatz dazu berichtete VAN DERI (2002) von starkeren Reaktionen

vom inkompletten Freund’schen Adjuvans, wie auehEdgebnisse in dieser Studie zeigten.
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Aufgrund der durch die Immunisierung induziertenmiomantwort war ein zumindest teilwei-
ser protektiver Effekt zu erwarten. Die Vakziniegen sowohl mit rekombinantem Protein
als auch mit MSG1 exprimierendé&n coli hatten eine ausgepragte Immunantwort zur Folge.
Nicht nur ein Nachweis der aril- suisAntikérper war maglich, sondern auch ein deutliche
Anstieg der antM. suisAntikoérper in Form eines Boosteffekts war messtarhnjeweils der
zweiten Immunisierung. Ebenfalls nachweisbar wae dnduktion einer zellularen Immun-
antwort: Nach jeweils zwei Vakzinierungen konnteiizMimphozyten sowohl mit rekombi-
nantem MSG1 als audd. suisPréparationen spezifisch stimuliert werden. Eilclser Sti-
mulationseffekt war in den Kontrollgruppen nichranden.

Nach der Belastungsinfektion zeigten jedoch alleswehsgruppen (unabhangig vom Vakzi-
nierungsstatus) das klinische Bild einer akutenrgheozoonose. Die akute Eperythrozoono-
se ist gepragt durch einen parallelen Abfall dejtlitnzytenzahl, des Hamatokritwertes und
des Hamoglobingehaltes. Das weil3e Blutbild zeige eieutrophile Leukozytose (BOLL-
WAHN, 1982). Der Blutglukosespiegel sinkt stark @ACHARY und SMITH, 1985) und
der Bilirubingehalt ist leicht erhéht (HEINRITZI etl., 1990; HEINRITZI, 1990b). Alle
Schweine dieser Studie zeigten das typische Kratgke einer ausgepragten Anamie (er-
niedrigte Erythrozytenzahl, niedriger Hamatokréguzierter Hamoglobingehalt), Leukozyto-

se, Bilirubinamie und Hypoglykamie.

Zwischen den Versuchsgruppen konnten bei den hdogéohen Parametern keine signifi-
kanten Unterschiede festgestellt werden. So kaabésag 42 (7 Tage nach der Belastungsin-
fektion) zu einem deutlichen Abfall von Erythrozytahl, Hamatokrit und Hamoglobingehalt
mit den niedrigsten Werten an den Tagen 49 undBB&2zum Ende des Untersuchungszeit-
raums stiegen die drei Parameter wieder an, digeAieben aber deutlich unter dem Norm-
bereich fur Schweine dieser Altergruppe. Eine Abhsma stellte die MSG1Coli2-Impfgruppe
dar: In den Infektionsparametern Hamatokrit, Harabgikonzentration und Leukozytenzahl

zeigte sich ein deutlicher Unterschied sowohl zon#oll- als auch zu den anderen Impf-

gruppen.

Der Infektionsverlauf bzw. die fehlende protektWérkung konnte durch regelmassige Mes-
sung demM. suisKonzentration im Blut bestatigt werden. Diese Kemization wurde mittels
quantitativer PCR Uberwacht. Nach der Belastungktidn kam es zu einem starken Anstieg
desM. suisGehalts in allen Gruppen. Es wurden Werte zwischén1G M. suis/ml Blut
und 1.16x16" M. suis/ ml Blut gemessen. Nur die ImmunisierungsgrupSG1Prot2 und
MSG1Coli2 stellten eine Ausnahme dar. In dieseddreiGruppen fiel devl. suisGehalt im

Blut 14 Tage nach der Infektion ab, wahrend in ralenderen Gruppen diM. suis
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Konzentration relativ konstant blieb. In der MSGliZémmunisierungsgruppe wurden 28
und 35 Tage nach der Infektion die niedrigskénsuisKonzentrationen gemessen und sie

stiegen ab erst dem 42. Tag nach der Infektioneviad.

Wie bei GRIMM et al. (2007) konnte eine Korrelatiowischen der Erregermenge und dem
Schweregrad der Anamie festgestellt werden, d.ihsteeggender Erregermenge war eine Ab-
nahme der Erythrozytenzahl, der Hamoglobinkonzéntrasowie des Hamatokritwertes zu
beobachten. Dagegen konnte kein Zusammenhang 2misElregermenge und den Klini-
schen Symptomen festgestellt werden. Zusatzlichstaosin allen Versuchsgruppen Tiere
aufgrund ihres hochgradig gestorten Allgemeinbefirsdvor Versuchsende euthanasiert wer-

den.
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6 Schlussfolgerung

Die hamatologischen Ergebnisse und der gemesseaeteftal load” lassen zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen und der Kontrollgruppaeksignifikanten Unterschiede erken-
nen. Nur in der MSG1Coli2-Impfgruppe ist eine Temd&ir die Wirksamkeit des verwende-
ten Antigens zu beobachten. Rekombinantes MEGgeli prasentiert im Tier vermutlich

ahnliche Konformationseigenschaften We suis

MSG1 wurde bisher als erstés suisProtein beschrieben, das an der Adhasion an die E-
rythrozyten beteiligt ist. Hochstwahrscheinlich sté¥l. suis,wie die meisten Mykoplasmen,
einen Adhasionskomplex auf, der aus mehreren Pexdozw. Zellstrukturen besteht. Daher
ist eine Immunisierung mit MSG1 und somit die sfisaihe Antikbrperproduktion gegen das
Antigen nicht ausreichend um klinische Symptomevethindern. Die Impfung konnte trotz
der Induktion von anti-MSG1-Antikdrpern nicht vamdern, das$l. suisan die Erythrozyten
bindet. Im Gegensatz zu den in vitro-Vorversuch®n,denen es durch experimentelle anti-
MSG1-Seren (hergestellt in Kaninchen und Schweimadglich war, die Bindung von re-

kombinanten MSG1-exprimierendén colisan Schweineerythrozyten zu inhibieren.

Insgesamt sprechen die publizierten Daten und dsulRate der vorliegenden Arbeit dafir,
dass die eingesetzten Immunisierungsstrategieromihation mit dem verwendeten Protein
zu ineffizient sind, um den gewinschten protektitatiekt zu generieren. Aus diesem Grun-
de sind vermutlich, neben der weiteren Identifizigy neuer Kandidatenantigene, neue Im-

munisierungsstrategien notwendig.

Ebenso muss berlcksichtigt werden, ddssuis wie andere Mykoplasmen auch, in der Lage
ist, eine Art Immunmodulation zu induzieren. Dieltéagglutinine bewirken eine Unterdru-
ckung der T-Zell-Blastogenese, insbesondere deelfeHZellen und somit eine Suppression
der T-Zell-lImmunitat (ZACHARY und SMITH, 1985). lden Untersuchungen von HOELZ-
LE et al. (2006) konnte eine Unterdriickung der ggrespezifischen Antikérperantwort wah-
rend eines akuten Anfalls nachgewiesen werden. iBiegomdglich die Ursache, warum bei
der porcinen Eperythrozoonose keine Aktivierunggmeher Gedachtniszellen stattfindet.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Umietikitsreaktionen nach den Immun-
sierungen auf das Freund'sche Adjuvans zurlckzerfiilsind. Durch die Applikation von
rMSG1 und auch rekombinanten MSG1-exprimierenlenoli lasst sich sowohl eine humo-
rale als auch eine zellulare Immunantwort induziete der MSG1Coli2-Impfgruppe ist eine

Tendenz fur die Wirksamkeit des verwendeten Ansgetkennbar.
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Das Ziel weiterer Untersuchungen liegt in der Ubéfiyng von neuen Impfstrategien. Zu-
kinftig sollten in Studien neue Immmunisierungséresggenetische Vakzine, DNA-Vakzine,
virale Vektoren) und die Kombination mit anderenrionisierungsmethoden im Vordergrund
stehen.Um einen erfolgreichen Impfstoff gegévi. suisinfektionen zu entwickeln, sollte
neben der Suche nach mdglicherweise effizientergfistoffapplikationen auch die weitere
Identifizierung von neuen protektivéh. suisAntigenen im Vordergrund stehen.

Zur Zeit lasst sich keine Aussage dariber machehch& Immunisierungsstrategie in Zu-
kunft am schnellsten zum Erfolg fihren konnte. &mnd hierfir ist, dass die dem Immun-
schutz gegen die porcine Eperythrozoonose zugriegkenden Mechanismen noch ungeklart
sind. Zukinftige Studien mit dem Ziel einbh suisimpfstoff zu entwickeln, sollten deshalb

auch verstarkt die Aufklarung dieser immunologistReaktionen weiter im Blickfeld haben.
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7 Zusammenfassung

Untersuchung zur Mdéglichkeit einer Vakzination gege Mycoplasma suis

Die porcine Eperythrozoonose, verursacht diMgicoplasma sujgst eine weltweit verbreite-
te Infektionskrankheit mit wirtschaftlicher Bedengu M. suisist in vitro nicht kultivierbar.

Deshalb gestaltet sich die Entwicklung eines Ingffss schwierig.

Das M. suisProtein MSG1 stellt eines von drei identifiziertelauptimmunogenen dar. Da
nicht-adharierend&. coli durch die MSG1-Expression adhésive Fahigkeiteangdn, wur-
den ausserdem rekombinaiecoli als Impfantigen verwendet. Fur die Immunisierung-w
den zwei Versuchsgruppen mit rekombinantem MSGleRramit einfacher (MSG1Protl)
und doppelter Proteinmenge (MSG1Prot2) und zwesMgrsgruppen mit rekombiantefn
coli als Impfantigen in einfacher (MSG1Colil) und dopgeDosierung (MSG1Coli2) einge-
setzt. Als Kontrolle fungierte eine Protein-Kontgouppe (BAD_ohne Insert, aufgereinigt)
und eineE. colirKontrollgruppe (pBAD_ohne Insert, aufgereinigt)in& Kontrollgruppe
wurde nur Adjuvans verabreicht. Die 25 Tiere wurdanAlter von drei (Versuchstag 0) und
sechs Wochen (21. Versuchstag) geimpft. Bei detminunisierung wurde komplettes
Freund sches Adjuvans und bei der 2. Immunisiemngle inkomplettes Freund’sches Ad-
juvans verwendet. Zwischen dem 29. und 32. Verdaghsrfolgte die Splenektomie aller
Tiere. Am 35. Versuchstag wurden die Schweine eBedastungsinfektion unterzogen. Zur
Beurteilung des Gesundheitsstatus wurde nebenlidescken Beobachtung, zweimal taglich
die Korpertemperatur gemessen. Wahrend des gesaretsnichszeitraumes, bis zum 84.
Versuchstag, wurde das Blut der Tiere wochentletolsgisch und mikrobiologisch unter-
sucht.

Zusatzlich wurde der durch die Vakzination verarga Schaden an der Applikationsstelle
adspektorisch und palpatorisch beurteilt. Die Gewebanderungen verliefen in den ver-
schiedenen Tiergruppen einheitlich. Sie waren rdeh2. Impfung deutlich starker ausge-
pragt als nach der 1. Impfung.

Die humorale Immunantwort wurde mittels rekombiearELISA-Systeme ermittelt. MSG1-
spezifische Antikérper wurden in allen Immunisiegagruppen spatestens 21 Tage nach der
1. Vakzination nachgewiesen. Durch die zweite Impgfuerfolgte eine Boosterung der Im-
munantwort. Auch eine zellulare Immunantwort konmi¢tels T-Zell-Proliferationstest fest-

gestellt werden.
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Die Belastungsinfektion l6ste sowohl bei den getempfals auch bei den nichtgeimpften
Schweinen das Krankheitsbild einer akuten Eperygttwoose aus. Die hamatologischen Er-
gebnisse und der gemessdvie suisGehalt/ ml Blut lassen zwischen den einzelnen Ver-
suchsgruppen und den Kontrollgruppen keine siganfign Unterschiede erkennen. Nur in
der MSG1Coli2-Impfgruppe ist eine Tendenz fur dieRdamkeit des verwendeten Antigens

zu beobachten.

Diese Studie stellt die Grundlage weiterer Arbeiten Entwicklung eines Impfstoffes gegen
M. suisdar. Dabei sollte zunachst die Suche nach weitiendpstoff-Kandidaten und neuen
Impfstrategien im Vordergrund stehen.
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8 Summary

Investigation for the possibility of a vaccinationagainstMycoplasma suis

Porcine eperythrozoonosis causedNdycoplasma suiss a globally distributed disease of
economic impact. Sindd. suiscannot be cultivated in vitro the development afadle vac-
cines is difficult.

In this work, anM. suisvaccination study was performed using recombiM®G1 (rMSG1),
one of three majoM. suisimmunogens. Since non-adheskecoli gain adhesive properties
through MSG1 expression, recombin&htcoli were used as vaccine antigens too. Two test
groups with rMSG1, one with singular (MSG1Prot1ylame with double the amount of pro-
teins (MSG1Prot2), as well as two test groups weitombinan€&. coli serving as a vaccine
antigen in singular (MSG1Colil) and double dosisS@®L1Coli2) were applied. Control vac-
cination groups received purified control protegdBAD_without insert, purified), ai. coli

control E. coli_ pBAD_without insert) and adjuvans alone.

Twenty five experimental pigs were vaccinated aage of three weeks (day 0) and at an age
of six weeks (day 21). For the first vaccinatiomngete Freund adjuvant and for the second
vaccination incomplete Freund adjuvant was useldarimals were splenectomised between
day 29 and 32. To check protection potential of\whecination the pigs were given a chal-
lenge infection on day 35. During said test phasepigs were tested weekly up to the 84th
test day. Besides clinical examinations temperattas measured twice daily in order to de-
termine their health status. Furthermore, locdtaition and damage due to vaccination were
measured by adspection and palpation. Tissuetionis and damage were the same for all
animal groups. These changes were obviously strafter the second vaccination than after

the first vaccination.

The humoral immune response was determined by fgioamt ELISA systems. MSG1 spe-
cific antibodies were determined for all immunieatigroups 21 days after the first vaccina-
tion at latest. After the second vaccination thenime response was boostered. In addition, a

cellular immune response was determined by applgifiecell proliferation test.

The test infection caused an acute eperythrozosmnugh the vaccinated as well as with the
non-vaccinated pigs. Haematologic results andMhesuisload/ ml blood do not show sig-

nificant differences amongst the individual tesbups and control groups. Merely the
MSG1Coli2 vaccination group tends to show proteci@tency due to the vaccination and

antigen used.
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This work represents the foundation for furthedsts towards developing a vaccine against
M. suis Now the initial aim must focus on searching farttier vaccine candidates and state-

of-the-art strategies.
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Tabelle 5: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle beztglich
des Parameters ,Allgemeinbefinden“ getrennt nach Guppen nach der 1. Immunisie-
rung

Gruppe Allgemeinbefinden

0 1 2 3

1 n 6 0 0 0

2 n 5 0 0 0

3 n 4 0 0 0

2hp.i. 4 n 3 L . .
5 n 5 0 0 ;

6 n 2 0 0 0

7 n 2 0 0 0

1 n 6 0 0 ;

2 n 4 1 0 ;

3 n 4 0 0 0

4 hp.i. 4 n 3 R 0 )
5 n 2 0 0 0

6 n 2 0 0 0

7 n 2 0 0 .

1 n 6 0 0 ;

2 n 4 1 0 0

3 n 4 0 0 0

8 hp.i. 4 n 0 ) , .
5 n 2 0 0 0

6 n 2 0 0 0

7 n 2 0 0 0

1dp.i. 1 n 6 0 0 0
2 n 5 0 0 0

3 n 4 0 0 0

4 n 3 1 0 0

5 n 2 0 0 )




Anhang 88

6 n 2 0 0 0
7 n 2 0 0 0
1 n 6 0 0 0
2 n 5 0 0 0
3 n 4 0 0 0
2dp.i. 4 n 4 0 0 0
5 n 2 0 0 0
6 n 2 0 0 0
7 n 2 0 0 0
1 n 6 0 0 0
2 n 5 0 0 0
3 n 4 0 0 0
3d p.i. 4 n 4 0 0 0
5 n 2 0 0 0
6 n 2 0 0 0
7 n 2 0 0 0

Tabelle 6: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle bezuglich
des Parameters ,Allgemeinbefinden“ getrennt nach Guppen nach der 2. Immunisie-
rung

Gruppe Allgemeinbefinden

0 1 2 3

1 n 2 3 1 0

2 n 0 5 0 0

3 n 0 4 0 0

2hp.i. 4 n 0 4 0 0
5 n 2 0 0 0

6 n 1 1 0 0

7 n 2 0 0 0

4 hp.i. 1 n 1 3 2 0
2 n 0 4 1 0

3 n 0 4 0 0
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8hp.i.

1dp.i

2dp.i.
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Tabelle 7: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle beztglich
des Parameters ,Konsistenz* getrennt nach Gruppen ach der 1. Immunisierung

Gruppe Konsistenz

0 1 2 3 4

1 n 4 2 0 0 0

2 n 2 0 2 1 0

3 n 4 0 0 0 0

2hp.i. 4 n 2 0 0 2 0
5 n 0 0 2 0 0

6 n 0 0 2 0 0

7 n 1 0 1 0 0

1 n 3 3 0 0 0

2 n 0 3 0 2 0

3 n 0 3 1 0 0

4 hp.i. 4 n 0 1 1 2 0
5 n 0 1 1 0 0

6 n 0 1 1 0 0

7 n 0 1 1 0 0

1 n 1 3 2 0 0

2 n 2 1 1 1 0

3 n 0 0 4 0 0

8 hp.i. 4 n 0 1 1 2 0
5 n 0 1 1 0 0

6 n 0 1 1 0 0

7 n 0 0 2 0 0

1 n 3 2 1 0 0

2 n 2 1 0 2 0

3 n 2 0 2 0 0

1dp.i 4 n 0 1 1 2 0
5 n 0 2 0 0 0

6 n 0 1 1 0 0

7 n 0 1 1 0 0

1 n 3 2 1 0 0




Anhang 91

1 n 3 2 1 0 0
2dp.i 3 n 3 pd 0 Q 0
4 n 0 1 0 1 2
5 n 1 1 0 0 0
6 n 0 0 1 1 0
7 n 0 1 1 0 0
1 n 4 2 0 0 0
2 n 1 2 0 2 0
3 n 4 0 0 0 0
3dp.i. 4 n 0 1 1 1 1
5 n 1 1 0 0 0
6 n 1 1 0 0 0
7 n 1 1 0 0 0

Tabelle 8: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle bezuglich
des Parameters ,Konsistenz“ getrennt nach Gruppen ach der 2. Immunisierung

Gruppe Konsistenz
0 1 2 3 4
1 n 0 1 3 2 0
2 n 0 0 4 1 0
3 n 0 0 3 1 0
2 hp.i 4 n 1 0 3 0 0
5 n 0 0 1 1 0
6 n 0 0 1 1 0
7 n 0 1 0 1 0
n 1 1 3 1 0

N o o | [w|INd e
S
o
o
N
[N
[
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1 n 1 1 2 2 0
2 n 0 0 1 3 1
3 n 0 0 2 2 0
8 hp.i. 4 n 0 0 0 4 0
5 n 0 0 0 2 0
6 n 0 0 1 1 0
7 n 0 0 0 3 0
1 n 0 0 3 3 0
2 n 0 0 2 3 0
3 n 0 0 3 1 0
1dp.i 4 n 0 0 2 2 0
5 n 0 0 0 2 0
6 n 0 0 1 1 0
7 n 0 0 0 2 0
1 n 0 1 2 3 0
2 n 0 0 1 4 0
3 n 0 0 2 2 0
2dp.i. 4 n 0 0 3 1 0
5 n 0 0 0 2 0
6 n 0 0 1 1 0
7 n 0 0 0 1 1
1 n 0 2 2 2 0
2 n 0 0 1 4 0
3 n 0 0 2 2 0
3dp.i. 4 n 0 0 2 2 0
5 n 0 0 0 2 0
6 n 0 0 1 1 0
7 n 0 0 0 1 1

Tabelle 9: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle bezuglich
des Parameters ,Warme" getrennt nach Gruppen nach dr 1. Immunisierung

Wwarme

Gruppe
0 1 2 3 4
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1

2 hp.i

4 h p.i.

8hp.i.

1dp.i

2dp.i.
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5 n 2 0 0 0 0
6 n 2 0 0 0 0
7 n 2 0 0 0 0
1 n 6 0 0 0 0
2 n 5 0 0 0 0
3 n 4 0 0 0 0
3dp.i 4 n 4 0 0 0 0
5 n 2 0 0 0 0
6 n 2 0 0 0 0
7 n 2 0 0 0 0

Tabelle 10: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle beziig-
lich des Parameters ,Warme" getrennt nach Gruppen ach der 2. Immunisierung

Gruppe Warme

0 1 2 3 4

1 n 6 0 0 0 0

2 n 3 0 1 1 0

3 n 4 0 0 0 0

2hp.i. 4 n 4 0 0 0 0
5 n 2 0 0 0 0

6 n 0 0 2 0 0

7 n 2 0 0 0 0

1 n 5 1 0 0 0

2 n 3 0 2 0 0

3 n 1 0 1 2 0

4 hp.i. 4 n 3 0 0 0 1
5 n 2 0 0 0 0

6 n 0 0 0 2 0

7 n 2 0 0 0 0

8 hp.i. 1 n 3 0 2 1 0
2 n 1 0 4 0 0

3 n 4 0 0 0 0
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4 n 4 0 0 0 0
5 n 0 0 2 0 0
6 n 0 0 2 0 0
7 n 1 0 1 0 0
1 n 5 1 0 0 0
2 n 2 1 2 0 0
3 n 4 0 0 0 0
1dp.i 4 n 4 0 0 0 0
5 n 0 0 2 0 0
6 n 0 1 1 0 0
7 n 0 0 2 0 0
1 n 5 0 1 0 0
2 n 5 0 0 0 0
3 n 3 1 0 0 0
2dp.i. 4 n 4 0 0 0 0
5 n 1 0 1 0 0
6 n 2 0 0 0 0
7 n 0 0 2 0 0
1 n 6 0 0 0 0
2 n 5 0 0 0 0
3 n 4 0 0 0 0
3dp.i. 4 n 4 0 0 0 0
5 n 1 1 0 0 0
6 n 2 0 0 0 0
7 n 1 0 1 0 0

Tabelle 11: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle bezlg-
lich des Parameters ,Verfarbung der Haut* getrenntnach Gruppen nach der 1. Immu-
nisierung

Verfarbung der Haut

Gruppe
0 1 2 3 4
2hp.i. 1 n 4 2 0 0 0
2 n 3 1 1 0 0
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4 hp.i.

8 hp.i.

1dp.i

2dp.i.
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7 n 2 0 0 0 0
1 n 6 0 0 0 0
2 n 5 0 0 0 0
3 n 4 0 0 0 0
3dp.i. 4 n 4 0 0 0 0
5 n 2 0 0 0 0
6 n 2 0 0 0 0
7 n 2 0 0 0 0

Tabelle 12: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle bezlg-
lich des Parameters ,Verfarbung der Haut* getrenntnach Gruppen nach der 2. Immu-
nisierung

Gruppe Verfarbung der Haut

0 1 2 3 4

1 n 3 2 1 0 0

2 n 2 0 3 0 0

3 n 4 0 0 0 0

2 hp.i 4 n 4 0 0 0 0
5 n 0 0 2 0 0

6 n 0 0 2 0 0

7 n 1 0 1 0 0

1 n 2 2 2 0 0

2 n 1 0 4 0 0

3 n 4 0 0 0 0

4 hp.i. 4 n 4 0 0 0 0
5 n 0 0 2 0 0

6 n 0 0 2 0 0

7 n 1 0 1 0 0

8 h p.i. 1 n 4 0 2 0 0
2 n 1 0 4 0 0

3 n 4 0 0 0 0

4 n 4 0 0 0 0
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5 n 0 0 0 2 0
6 n 0 0 2 0 0
7 n 0 0 1 1 0
1 n 2 1 3 0 0
2 n 1 0 2 2 0
3 n 1 0 3 0 0
1dp.i 4 n 1 0 3 0 0
5 n 0 1 0 1 0
6 n 0 1 1 0 0
7 n 0 0 2 0 0
1 n 6 0 0 0 0
2 n 2 3 0 0 0
3 n 3 0 0 1 0
2dp.i. 4 n 4 0 0 0 0
5 n 1 1 0 0 0
6 n 1 0 0 1 0
7 n 1 0 0 1 0
1 n 6 0 0 0 0
2 n 2 3 0 0 0
3 n 3 0 0 1 0
3dp.i. 4 n 4 0 0 0 0
5 n 1 1 0 0 0
6 n 1 0 0 1 0
7 n 1 0 0 1 0

Tabelle 13: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle bezlg-
lich des Parameters ,Veranderung in cm® getrennt nah Gruppen nach der 1. Immuni-
sierung

Veranderung in cm

Gruppe
0 0.5 1 1,5 2 3 4
2 hp.i 1 n 4 2 0 0 0 0 0
2 n 2 2 1 0 0 0 0
3 n 4 0 0 0 0 0 0
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4 hp.i.

8 hp.i.

1dp.i.

2dp.i.
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1 n 4 2 0 0 0 0 0
2 n 1 2 1 1 0 0 0
3 n 4 0 0 0 0 0 0
3dp.i. 4 n 0 3 0 1 0 0 0
5 n 1 1 0 0 0 0 0
6 n 1 1 0 0 0 0 0
7 n 1 1 0 0 0 0 0

Tabelle 14: Zeitlicher Verlauf der klinischen Untersuchung der Injektionsstelle bezlg-
lich des Parameters ,Verdnderung in cm*“ getrennt nah Gruppen nach der 2. Immuni-
sierung

Gruppe Veranderung in cm

0 0,5 1 1,5 2 3 4

1 n 0 6 0 0 0 0

0

2 n 0 2 0 3 0 0 0
2hpi. 3 n 0 4 0 0 0 0 0
4 n 1 3 0 0 0 0 0
5 n 0 2 0 0 0 0 0
6 n 0 0 1 1 0 0 0
7 n 0 2 0 0 0 0 0
1 n 1 5 2 0 0 0 0
2 n 0 1 1 3 0 0 0
3 n 0 4 0 0 0 0 0
4 hp.i. 4 n 0 3 1 1 0 0 0
5 n 0 1 1 0 0 0 0
6 n 0 0 1 1 0 0 0
7 n 0 2 0 0 0 0 0
8 hp.i. 1 n 1 5 0 0 0 0 0
2 n 0 1 2 2 0 0 0
3 n 0 4 0 0 0 0 0
4 n 0 4 0 0 0 0 0




Anhang 101
5 n 0 0 2 0 0 0 0
6 n 0 0 2 0 0 0 0
7 n 0 0 1 0 1 0 0
1 n 0 4 2 0 0 0 0
2 n 0 0 2 1 2 0 0
3 n 0 4 0 0 0 0 0
1dp.i 4 n 0 3 1 0 0 0 0
5 n 0 0 2 0 0 0 0
6 n 0 0 2 0 0 0 0
7 n 0 0 1 0 1 0 0
1 n 0 4 2 0 0 0 0
2 n 0 0 4 1 0 0 0
3 n 0 3 0 0 1 0 0
2dp.i. 4 n 0 4 0 0 0 0 0
5 n 0 0 2 0 0 0 0
6 n 0 0 2 0 0 0 0
7 n 0 1 0 0 1 0 0
1 n 0 5 1 0 0 0 0
2 n 0 0 4 0 0 0 1
3 n 0 1 2 0 1 0 0
3dp.i. 4 n 0 3 1 0 0 0 0
5 n 0 0 2 0 0 0 0
6 n 0 0 2 0 0 0 0
7 n 0 1 0 0 1 0 0

Tabelle 15: Ergebnisse der patho-morphologischen Wersuchung

re, teils gemisch
tezellige Hepati-

tis

Gruppe | Tier-Nr Lunge Niere Leber Haut/ Sonstige Ver-
Unterhaut anderungen
1 2 ggrd. BALT- |o0.b.B. teils interstitielle| 0.b.B.
Hyperplasie chron. follikul&-
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1 3 ggrd. bis mgrd.| 0.b.B. mgrd. interstitielt0.b.B.
BALT- le gemischtzelli-
Hyperplasie ge Hepatiitis
1 4 mgrd. Intersti- | mgrd. nichteit- | 0.b.B. mgrd. Anémie,| nichteitrige Epi-
tielle Pnemonie| rige interstitiel- gard. lkterus | und Myokardi-
le Herdnephritig tis, Enteritis
1 5 interstitielle nichteitrige ggrd. interstitiel-| 0.b.B.
Pneumonie interstitielle le gemischtzelli-
Herdnephritis | ge Hepatitis
1 6 ggrd. intersti- | hgrd. nichteitri- | 0.b.B. 0.b.B. lokale Peritoni-
tielle Pneumo- | ge interstitielle tisan der 5 cm
nie Herdnephritis langen Naht
2 7 ggrd. BALT- | mgrd. chron. | ggrd. interstitiel-| 0.b.B.
Hyperplasie interstitielle le gemischtzelli-
follikulare ge Hepatiitis
Nephritis
2 8 mgrd. BALT- | ggrd. chron. ggrd. interstitiel-| 0.b.B.
Hyperplasie interstitielle le gemischtzelli-
follikulare ge Hepatiitis
Nephritis
2 9 mgrd. BALT- | mgrd. chron. | mgrd. interstitiel{ 0.b.B.
Hyperplasie interstitielle le gemischtzelli-
follikulare ge Hepatiitis
Nephritis
2 10 ggrd. intersti- | 0.b.B. 0.b.B. 0.b.B.
tielle Pneumo-
nie
2 11 interstitielle nichteitrige ggrd. interstitiel-
Pneumonie interstitielle le gemischtzelli-
Herdnephritis | ge Hepatitis
3 12 fibrindse Pleuri-rmgrd. nichteit- | mgrd. interstitiel{ hgrd. Anamie, | Enteritis
tis, interstitiel- | rige interstitiel- | le gemischtzelli- | mgrd. Ikterus,
les Odem le Herdnephritis ge Hepatiitis Petechien und
Ekchymosen an
den Akren
3 13 ggrd. intersti- nichteitrige interstitielle
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tielle Pneumo- | interstitielle gemischtzellige
nie Herdnephritis | Hepatiitis
3 14 mgrd. intersti- | 0.b.B. 0.b.B. Petechien und
tielle Pneumo- Ekchymosen ar
nie den Akren
3 15 mgrd. intersti- | ggrd. - mgrd. | ggrd. - mgrd. Andmie, Abs- | Enteritis
tielle Pneumo- | nichteitrige interstitielle zess im Na-
nie, fokal ggrd. | interstitielle gemischtzellige | ckenbereich mi
Pleuritis Herdnephritis | Hepatiitis ca.15cm
Durchmesser
4 16 0.b.B. ggard. nichteitrit ggrd. - mgrd. hgrd. Anamie, | ca. 400 ml ge-
ge interstitielle | interstitielle ggrd. lkterus, |ronnenes Blut i
Herdnephritis | gemischtzellige | hgrd. und tief- | der Brusthdhle
Hepatiitis reichende eit-
rig-
einschmelzende
und abszedie-
rende Myositis
in der Nacken-
region mit ca. 5
cm Ausdehnung
4 17 interstitielle nichteitrige interstitielle 0.b.B.
Pneumonie interstitielle gemischtzellige
Herdnephritis | Hepatiitis
4 18 interstitielle nichteitrige interstitielle 0.b.B.
Pneumonie interstitielle gemischtzellige
Herdnephritis | Hepatiitis
4 19 Odem ggrd. nichteitri-ggrd.interstitielle| mgrd. Anamie, | Enteritis
ge interstitielle | gemischtzellige | ggrd. Ikterus
und vernarben-| Hepatiitis
de Herdnephri-
tis
5 20 ggrd. BALT- | ggrd. chron. mgrd. bis hgrd. | 0.b.B.
Hyperplasie interstitielle chron. intersti-
follikuléare tielle follikuléare
Nephritis Hepatitis
5 21 gord. intersti- | ggrd. intersti- | mgrd. interstitiel{ hgrd. Anamie, |ggrd. Enteitis,
tielle Pneumo- | tielle nichteitri- | le periportale mgrd. Ikterus, |ggrd. Arthritis
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nie ge Herdnephri-| gemischtzellige | Zyanose der |im linken Ell-
tis Infiltrate Ohrmuscheln | bogengelenk,
mgrd. intersti-
tielles, betont
perivaskulares
Odem am Herz
6 22 ggrd. bis mgrd| ggrd. chron. mgrd. interstitielH 0.b.B.
BALT- interstitielle le gemischtzelli-
Hyperplasie follikulare ge Hepatiitis
Nephritis
6 23 ggrd. intersti- | ggrd. intersti- | 0.b.B. 0.b.B.
tielle Pneumo- | tielle nichteitri-
nie ge Herdnephri-
tis
7 24 ggrd. bis mgrd, ggrd. bis mgrd.| ggrd. interstitiel-| 0.b.B.
BALT- chron. intersti- | le gemischtzelli-
Hyperplasie tielle follikulare | ge Hepatiitis
Nephritis
7 25 ggrd. intersti- | ggrd. intersti- | ggrd. interstitiel-| mgrd. Anamie,

tielle Pneumo-

nie

tielle nichteitri-
ge Herdnephri-

tis

le gemischtzelli-

ge Hepatiitis

mgrd. lkterus,
Zyanose der

Ohrmuscheln
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