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1.  Einleitung 
 

Ein infektiöses Kümmerersyndrom, subsummiert unter dem Namen „Postweaning 

Multisystemic Wasting Syndrome“, wurde 1991 in Kanada beobachtet und 1996 

erstmals in Europa beschrieben (Harding, 1996; Clark, 1997); die Entwicklung dieses 

Krankheitskomplexes wird in Zusammenhang mit einer PCV2-Infektion (Porzines Circo-

Virus Typ 2) gesehen (Allan & Ellis, 2000d); das Krankheitsbild des PCV 2-assoziierten 

Kümmerns taucht weltweit in Schweine-produzierenden Ländern auf, es gilt als einer 

der bedeutendsten wirtschaftlichen Faktoren.  

Betroffen von PMWS sind meist Absetzferkel und Mastläufer mit unspezifischen 

Symptomen wie Kümmern, Blässe und Dyspnoe (Segales & Domingo, 1999); typische 

patho-morphologische und patho-histologische Befunde lassen sich übereinstimmend 

feststellen, PCV 2 ist stets nachweisbar (Segales & Domingo, 1999); serologische 

Studien zeigen, dass PCV 2 weltweit in den Schweinepopulationen verbreitet ist (Suh et 

al., 1998; Cotrell et al., 1999; Magar et al., 2000). Dennoch gibt es eine Vielzahl von 

Schweineherden, bei denen trotz nachweisbaren Kontakts zu PCV 2 keine klinische 

Manifestation des PMWS bzw. anderer Erkrankungen auftreten, die mit PCV 2 in 

Verbindung gebracht werden könnten (Harding, 1996; Sibila et al., 2001).  

Die Ätiologie und Pathogenese des PMWS ist bislang nicht endgültig geklärt. In der 

Literatur werden verschiedene Faktoren aufgeführt, die für die Ausbildung der 

Symptome förderlich sein sollen: neben weiteren Infektionserregern werden z.B. 

Managementaspekte genannt wie Tierdichte, Luftqualität, Hygiene oder auch 

Impfregime (Harding, 1996; Segales & Domingo, 1999). Die einzige prophylaktische 

Maßname gegen PMWS besteht momentan in einer Optimierung der Management- und 

Umweltbedingungen für die empfänglichen Schweine.  

Bei der Verbreitung viraler Erkrankungen wie z.B. Aujezky´sche Krankheit oder  

Klassische Schweinepest spielen Wildschweine als Reservoir eine wesentliche Rolle; 

vor diesem Hintergrund ist die Vermeidung des Kontakts zwischen Haus- und 

Wildschweinen eine wesentliche tierseuchenrechtliche Komponente. Weitestgehend 

unklar ist bisher die Prävalenz des PCV2 beim Wildschwein, die Bedeutung von 

Wildschweinen für die Verbreitung von Circoviren wie auch mögliche Übertragungs-

wege zwischen Wild- und Hausschweinen. 
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Vorkommens von PCV 1 und 

PCV 2 bei Wildschweinen in Deutschland mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR); 

desweiteren sollen die gefundenen Isolate mit den bei Hausschweinen bekannten 

Isolaten in ihrer Sequenz verglichen und untersucht werden, ob innerhalb der bei 

Wildschweinen auftretenden Isolate ein Bezug zwischen ihrer Variabilität und der 

geographischen Zuordnung hergestellt werden kann.  
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2. Literaturübersicht 

2.1 Das porzine Circovirus 

2.1.1 Allgemeines 

 

Die Berliner Virologin Inge Tischer isolierte 1974 das porzine Circovirus als eine 

Kontaminante aus einer stabilen PK-15-Zelllinie aus Schweinenierenzellen (Tischer et 

al., 1974). Bei den daraufhin durchgeführten serologischen Untersuchungen in Nord- 

und Ostdeutschland wurde bei Schlachtschweinen eine Seroprävalenz von mehr als 85 

% gefunden, die jedoch nicht mit einer klinischen oder pathomorphologischen 

Symptomatik in Zusammenhang gebracht werden konnte. Zu einem späteren Zeitpunkt  

wurden bei fünf von sechs Wildschweinen aus dem Raum Berlin  Antikörper gegen 

PCV diagnostiziert (Tischer et al., 1986). Nachfolgende Infektionsversuche mit Ferkeln 

und neun Monate alten Schweinen induzierten zwar steigende Antikörpertiter,  klinische 

oder pathomorphologische Veränderungen konnten dagegen nicht gesehen werden; 

eine Reisolation des Virus aus Organen der betroffenen Tiere gelang nicht, so dass 

man zu der Schlussfolgerung kam, dass es sich um ein in Deutschland zwar weit 

verbreitetes, jedoch apathogenes Virus handeln müsse (Tischer et al., 1986). 

Das Thema Circoviren bei Schweinen erlangte erst 15 Jahre später erneute Aktualität, 

als 1991 in Südkanada (Saskatchewan) erstmals ein „Postweaning multisystemic 

wasting syndrome“ (PMWS) Probleme in den Beständen verursachte (Harding, 1996). 

1997 gelang Clark die Isolation von PCV-Antigen aus den Organen betroffener Tiere. 

Die aus den PMWS-erkrankten Tieren isolierten viralen Nukleotidsequenzen zeigten 

untereinander eine Homologie von 96 %, mit dem aus der PK-15-Zelllinie isolierten 

Circovirus allerdings nur eine von 80 % (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998; 

Morozov, 1998). 

Daraus folgte eine Differenzierung in PCV 1 (aus der Zellinie isoliertes PCV) und PCV 2 

(aus den ersten Fällen von PMWS nachgewiesenen PCV).  
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2.1.2 Taxonomie, Morphologie und Eigenschaften 

 

Das Circovirus wurde nach seiner Entdeckung als einzelsträngiges unbehülltes DNA-

Virus mit 1760 nt klassifiziert, dessen Genom zirkulär vorliegt (Tischer, 1982; Buhk, 

1985; Meehan et al., 1997). Wie man später erkannte, handelte es sich hierbei um das 

porzine Circovirus Typ1 (PCV 1) mit einer Länge von 1758 Nukleotiden (Mankertz et al., 

2004) zu unterscheiden von dem Genom des porzinen Circovirus Typ2 (PCV 2) mit 

einem Umfang von 1768 Nukleotiden (Hamel et al., 1998; Larochelle et al., 1999; 

Fenaux et al., 2000).  

Im Vergleich zu anderen Viren ist das unbehüllte porzine Circovirus, dessen 

Nukleokapsid ikosaedral angeordnet ist, mit einem Durchmesser von 17nm 

ausgesprochen klein (Tischer, 1987). Einem pH-Wert von 3,0 hält es ebenso stand wie 

hohen Temperaturen (56°C und 70°C) und Chloroform (Allan et al., 1994).  

Phylogenetische Analysen des PCV 1, aviärer Circoviren sowie pflanzlicher 

Geminiviren und vorher als pflanzlichen Circoviren bezeichneten Nanoviren führten zu 

der Erkenntnis, dass das PCV 1 am engsten mit dem „Psittacine beak and feather 

disease virus“ (PBFDV) verwandt ist (Niagro et al., 1998).  

Die Familie der Circoviridae wird in die beiden Genera Circovirus und Gyrovirus 

unterteilt (Mc Nulty et al., 2000). 

Tabelle 1: Taxonomie 

 

Genus Circovirus Psittacine beak and feather disease virus (PBFDV) (Bassami 

et al., 1998) 

 Pigeon or columbid circovirus (Mankertz et al., 2000b) 

 Porzines Circovirus 1(Mankertz et al., 1997) und 2 (Hamel et 

al., 1998) 

 Canary circovirus (Phenix et al., 2001) 

Genus Gyrovirus Chicken anemia virus (Kato et al., 1995) 
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Die Vertreter des Genus Circovirus weisen eine typische ambisense Struktur des 

Genoms auf, wohingegen der Vertreter des Genus Gyrovirus unterschiedlich strukturiert 

ist (Kato et al., 1995). Das Genus Gyrovirus wiederum zeigt ähnliche Eigenschaften wie 

das humane TT-Virus (Nishizawa et al., 1997; Handa et al., 2000) sowie das TTV-

ähnliche Minivirus (Takahashi et al., 2000). Weitere ehemals als unklassifiziert 

eingestufte pflanzliche Circoviren (Lukert et al., 1995) werden heute unter der Gruppe 

der Nanoviren zusammengefasst. Dazu zählen: „Coconut foliar decay virus“, 

„Subterranean clover stunt virus“, „Faba bean necrotic yellows virus“, „Milk vetch dwarf 

virus“ und „Banana bunchy top virus“ (Rohde et al., 1990; Harding et al., 1993; Boevink 

et al., 1995; Katul et al., 1997; Sano et al., 1998). 

 

 

 

2.1.3 Genetische Charakterisierung porziner Circoviren 

 

Sowohl von PCV 1 als auch von PCV 2 sind die genomischen Sequenzen identifiziert 

und untereinander verglichen (Meehan et al., 1997; Hamel et al., 1998; Meehan et al., 

1998; Morozov et al., 1998; Niagro et al., 1998; Fenaux et al., 2000) : innerhalb der 

Spezies konnten eine Homologie von über 90 %, zwischen den Spezies PCV 1 und 

PCV 2  von 68 bis 76 % festgestellt werden. 

Die Replikation des Virus findet im Zellkern der Wirtszelle statt, auf Grund der geringen 

Größe des Genoms und der dadurch bedingten limitierten Codierungskapazität kann 

davon ausgegangen werden, dass die Replikation von Wirtszellproteinen abhängig ist 

(Mankertz et al., 2004). Mankertz et al. (Mankertz et al., 1997; Mankertz et al., 1998) 

folgerten nach Sequenzuntersuchungen des Genoms und der Replikationsproteine, 

dass diese Viren durch einen „rolling-circle Mechanismus“ replizieren, bei dem zu 

Beginn der Replikation das zirkuläre Genom an einer Stelle geschnitten wird, um aus 

dem so erhaltenen einzelnen Strang einen komplementären Strang erstellen zu 

können. Der Ursprung der Replikation ist eine hoch konservierte intergenetische Region 

mit einem „stem-loop“, der schon bei Nano- und Geminiviren ähnlich beschrieben 

wurde (Meehan et al., 1997). Die erwähnte Region liegt zwischen zwei „open reading 
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frames“ (ORF), dem ORF 1 und dem ORF 2 (Mankertz et al., 2004). Sie ist 

gekennzeichnet durch einen „stem-loop“ mit einem hoch konservierten Nonamer an der 

Spitze und vier anliegenden Hexamer-Wiederholungen (H 1-4) (Abbildung 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Darstellung der intergenetischen Region von PCV 1 (Access.-No.: 
AY184287) und PCV 2 (Access.-No.: AY094619)(Cheung, 2004b). In Abbildung 1a ist 
die Lage der Region im Gesamtgenom dargestellt.  
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Neben der Basenanzahl der „loops“ mit 12 Nukleotiden bei PCV 1 und 10 Nukleotiden  

bei PCV 2 ist auch die Abfolge der Nukleotide unterschiedlich. Innerhalb der „loop-

Sequenz“ befindet sich jedoch ein für die Replikation essentielles identisches 

Octanukleotid (AGTATTAC). Die Arbeitsgruppe um Cheung konnte innerhalb dieses 

Octanukleotids mit essentiellen und nicht essentiellen Nukleotiden zwei Gruppen von 

Nukleotiden identifizieren: während die Replikation beim Ersetzen der essentiellen 

Nukleotide stoppt, sind die nicht essentiellen Nukleotide ohne jede Einschränkung der 

Replikation austauschbar (Cheung, 2004b). Dies findet in folgender Schreibweise 

Berücksichtigung: AxTAxTAC; die mit „x“ bezeichneten Positionen akzeptieren variable 

Basen. 

Auch Geminiviren replizieren durch den „rolling-circle Mechanismus“, benötigen im 

Unterschied zu Circoviren aber nur ein Protein zur Replikation und weisen im „loop“ ein 

Nonamer auf. Verschiedene Forschergruppen konnten zeigen, dass das Protein bei 

Geminiviren zwischen dem siebten und achten Nukleotid des Nonamers (A und T) 

schneidet, um die „Plus-Strang-DNA-Synthese“ einzuleiten (Palmer, 1998; Hanley-

Bowdoin et al., 2000). Die hoch konservierte Region bei Circoviren ähnelt der der 

Geminiviren und auch hier schneidet das Protein zwischen den Nukleotiden T und A. 

Der als „stem“ bezeichnete Stiel des „loops“ liegt in palindromischer Sequenz vor und 

gilt neben dem Oktamer als essentieller Bestandteil der Replikation (Mankertz et al., 

1997; Cheung, 2004a). In vitro zeigt sich, dass der rechte Teil des „loops“ sowie H1 und 

H2 die minimale Bindungsstelle von Rep und Rep´ darstellen (Mankertz and 

Hillenbrand, 2002). Die Bindung von Rep und Rep´ an H1 und H2 wird somit als 

essentielle Voraussetzung für die Initialisierung der Replikation angesehen (Mankertz 

and Hillenbrand, 2002). In vivo konnte bisher jedoch keine sequenzspezifische Bindung 

am rechten Arm der palindromischen Sequenz bestätigt werden (Cheung, 2004a).  

In unterschiedlichen Richtungen verlaufend liegen neben dem beschriebenen „stem-

loop“ die beiden Leserahmen ORF 1 und 2. Der ORF 1 ist der längste bei PCV 

bekannte Leserahmen; er liegt neben der intergenetischen Region und wird im 

Uhrzeigersinn abgelesen. „Ungespliced“ codiert er das für die Replikation wichtige 

Protein Rep, das 312 Aminosäuren (aa) umfasst. Ebenso essentiell für die Replikation 

ist das Protein Rep´ (168 aa), welches durch „splicing“ aus Rep entsteht (Steinfeldt et 

al., 2001; Mankertz and Hillenbrand, 2002). Auf Grund des hohen Homologiegrades 

innerhalb der PCV konnte in einem Versuch durch die Proteine Rep und Rep´ von   
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PCV 1 eine Replikation von PCV 2 erreicht werden (Mankertz et al., 2004). Doch auch 

innerhalb der Circoviren zeigt sich eine Ähnlichkeit zu den Proteinen von PBFDV. Des 

Weiteren ist das 5´-Ende extensiv homolog zu Rep-Proteinen pflanzlicher Nanoviren 

und das 3´-Ende zu 2C-Proteinen von Picornaviren. Dies lässt bestimmte 

Schlussfolgerungen bezüglich des Virusursprungs zu (siehe 2.1.2.) (Gibbs and Weiller, 

1999): Fehlt eines dieser beiden Proteine, findet keine Replikation statt (Steinfeldt et al., 

2001), was ungewöhnlich für die „rolling-circle-replication“ wäre, da alle anderen 

bekannten Beispiele für diesen Mechanismus nur ein multifunktionelles Rep-Protein 

benötigen (Hanley-Bowdoin et al., 2000). 

Rep ist das primäre Transkript. Durch nachfolgendes „splicing“ entstehen neben Rep´ 

die mRNAs Rep 3 a-c; bei PCV 1 können darüber hinaus noch die mRNAs Rep 3 c 1-4 

nachgewiesen werden. Zusätzlich ließen sich bei Infektionen von Zellkulturen mit    

PCV 2 noch NS0, NS 672 und NS 515 und bei Infektionen mit PCV 1 NS0, NS 462 und 

NS 642 detektieren (Cheung and Bolin, 2002; Cheung, 2003a, 2003b). Experimentell 

kann jedoch nur beim Fehlen von Rep oder Rep´ ein Ausbleiben der Replikation 

bestätigt werden. Während einer produktiven Infektion von PK-15-Zellen mit PCV 2 

werden alle acht oben genannten RNA´s sowie eine durch ORF 2 kodierte Capsid 

mRNA exprimiert (Cheung, 2003c). Um die Funktion der mRNA neben Rep und Rep´ 

zu klären, bedarf es noch weiterer Forschung (Cheung, 2003b). Möglicherweise kodiert 

keine dieser mRNAs für funktionelle Proteine (Cheung, 2003a). 

Der ebenfalls neben der intergenetischen Region liegende ORF 2, der den 

zweitgrößten Leserahmen darstellt, umfasst das Capsidprotein (Cap) (Nawagitgul et al., 

2000). Die Synthese findet wahrscheinlich nach der Infektion der Wirtszelle durch 

wirtskodierte Enzyme statt (Mankertz et al., 2004). Die RNA wird gegen den 

Uhrzeigersinn in komplementäre DNA transkribiert (Cheung, 2003a). Das synthetisierte 

Protein umfasst 234 aa mit einem argininreichen und basischen N-Terminus (Fenaux et 

al., 2000; Mankertz and Hillenbrand, 2002) und bildet das Capsid des Virus (Mankertz 

et al., 1997; Mankertz et al., 1998; Niagro et al., 1998). Es gelang, das Protein 

experimentell von Insekten exprimieren zu lassen (Nawagitgul et al., 2000). Daraufhin 

konnte mittels SDS-Page ein Molekulargewicht von 28 kDa ermittelt werden (Cheung, 

2003b); ähnlich dem Protein, das in aufgereinigten Viruspartikeln gefunden wurde. Es 

formiert in capsidähnlichen Partikeln, was mittels Elektronenmikroskop nachgewiesen 

werden konnte (Nawagitgul et al., 2000). 
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Abbildung 1a: Darstellung des circulären Genom mit den Leserahmen. Als weißer 
Blockpfeil sei hier ergänzend die Intergenetische Region dargestellt. 

 

Die Homologie des ORF 2 von PCV 1 und 2 (65 - 67 % Nukleotidsequenz-Homologie) 

ist geringer als bei Rep-assoziierten Genen; aber auch innerhalb der PCV 2-Isolate liegt 

die Homologie im ORF 2 zwischen 91 und 100 % auf Nukleotid- und zwischen 90 und 

100 % auf Aminosäureebene (Fenaux et al., 2000). Dieser Unterschied von PCV 1 zu 2 

bildet die Grundlage für die Etablierung eines Enzyme-linked-immunosorbent-Assays 

(ELISA) zur Differenzierung zwischen PCV 1 und 2 (Blanchard et al., 2003a). Innerhalb 

der ORF 2 verschiedener Circoviren fällt auf, dass diese im Bereich des N-terminalen 

Endes eine identische Sequenz aufweisen, die auch zwischen PCV 1 und PCV 2 hoch 

konserviert ist. Dieser Bereich weist eine DNA-Bindungskapazität auf und steht 

vermutlich im nativen Virion mit der PCV-DNA in Verbindung (Fenaux et al., 2000). 

Untersuchungen unterschiedlicher PCV 2-Isolate aus Nordamerika zeigten, dass trotz 

eines relativ stabilen PCV 2-Genoms geringe Unterschiede zwischen Isolaten aus 

unterschiedlichen geographischen Regionen bestehen und die Variabilität im 

vermeintlichen Capsidgen am größten ist (Fenaux et al., 2000). Es konnten drei 

Hauptregionen heterogener Aminosäuresequenzen lokalisiert werden, von denen zwei 
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immunoreaktive Areale darstellen. Keines dieser beiden Areale konnte jedoch mit 

einem der Stämme in Verbindung gebracht werden, die bei PMWS-Fällen isoliert 

wurden (Larochelle et al., 2002). 

Eine Studie, die das Auftreten immunodominanter Epitope mittels monoklonaler 

Antikörper (Ak) untersuchte, kam zu dem Schluss, dass diese sich innerhalb der 

Aminosäureposition 47 – 84, 165 – 200 sowie der letzten vier Aminosäuren des 

Capsidproteins befinden (Lekcharoensuk et al., 2004). Die Arbeitsgruppe um Mahe 

(Mahe et al., 2000) untersuchte die Reaktivität mittels polyklonaler Antikörper und 

synthetischer Peptide; dabei konnten Epitope an den Aminosäurepositionen 65-87, 

113-147 und 157-183 lokalisiert werden. Zur Bestätigung bzw. Klärung wäre es 

erforderlich, das PCV 2-Capsid im Rahmen einer Strukturanalyse mittels 

Kryoelektronenmikroskopie sowie röntgenunterstützter Kristallographie zu untersuchen 

(Lekcharoensuk et al., 2004). 

Die N-Terminalen 46 Aminosäuren mit zahlreichen basischen Gruppen sind nicht in die 

Formation des Epitops involviert aber möglicherweise für die Formation der inneren 

Oberfläche des Virions mitverantwortlich (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998; 

Morozov et al., 1998). Für andere ikosaedrale Viren ist bekannt, dass die genannte 

Region während des Virusaufbaus mit negativen Ladungen der viralen DNA interagiert 

(Rossmann and Johnson, 1989). Bei einem Vergleich (Niagro et al., 1998) konnte 

festgestellt werden , dass dieses N-terminale Ende der Aminosäuresequenz des PCV-

Capsids sowohl dem anderer Circoviren als auch dem eines Sobemovirus (Southern 

bean mosaic virus) ähnelt: für dieses wurde eine DNA-Bindungsaktivität an der N-

terminalen Region nachgewiesen. Die dreidimensionale Struktur dieses Virus zeigt, 

dass die basischen Aminosäuren des N-Terminus des Capsids in engem Kontakt mit 

genomischer DNA stehen (Hermodson et al., 1982). Dies impliziert allerdings nicht, 

dass diese aus 46 Aminosäuren bestehende Region nicht immunogen ist, da mittels 

synthetischer Peptide zwischen Position 25 und 43 ein lineares Epitop gefunden 

werden konnte (Mahe et al., 2000). Folglich wären 187 Aminosäuren (von aa 47 bis 

zum C-Terminus) innerhalb des ORF 2-Proteins für die Capsidformation von Bedeutung 

(Lekcharoensuk et al., 2004).  
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Bezogen auf das gesamte Genom wurden beim PCV 1 sieben ORF identifiziert 

(Mankertz et al., 1997; Meehan et al., 1997; Mankertz et al., 1998) und beim PCV 2 je 

nach Autor bis zu elf (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998; Morozov et al., 1998; 

Choi et al., 2002). In Anlehnung an eine aus dem Jahre 2002 stammende und sich auf 

das Isolat PCV 2 -P1 (Genebank Accession No. AY099495) beziehende 

Veröffentlichung von Choi und Mitarbeitern (Choi et al., 2002) sollen im Folgenden die 

Lokalisationen der ORFs tabellarisch dargestellt werden (Tabelle 2).  

 

 

 

Tabelle 2: Lokalisationen der ORFs (nach Choi et al., 2002) 

 

ORF Lokalisation Aminosäuren 

1 1019-195 314 

2 935-234 233 

3 1639-1325 104 

4 1533-1354 59 

5 216-377 53 

6 811-724 29 

7 882-941 19 

8 1721-1656 21 

9 1061-932 42 

10 724-831 35 

11 233-189 14 
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2.1.4 Ätiologische Bedeutung porziner Circoviren 

2.1.4.1 PCV 1 

 

Nach der Entdeckung des PCV 1 im Jahre 1974 stellte man 1986 fest, dass dieses 

Virus in der Schweinepopulation zwar weit verbreitet aber nicht in Verbindung mit einer 

klinischen Symptomatik zu sehen ist: es handelt sich folglich um ein apathogenes Virus 

(Tischer et al., 1986). 

 

 

 

2.1.4.2 PCV 2 

 

2.1.4.2.1. PMWS 

 

Die Art des Zusammenhangs zwischen PCV 2 und PMWS war lange Zeit umstritten, da 

einerseits die Henle-Koch´schen Postulate für PCV 2 nicht erfüllt waren und 

andererseits beim Auftreten des Krankheitsbildes Koinfektionen nachgewiesen wurden.  

Zum Beispiel gelang es Ellis und Mitarbeitern (Ellis et al., 1999) bei gnotobiotischen 

Ferkeln über Zellkulturfiltrat oder Lymphknotenhomogenisat die meisten für PMWS 

typischen Läsionen zu reproduzieren; aus den Organen der so infizierten Tiere konnte 

dann neben PCV 2 aber auch PPV aus den Geweben rückisoliert werden: demzufolge 

blieb ungeklärt, ob PCV 2 auch allein PMWS induzieren kann. Eine andere 

Arbeitsgruppe (Balasch et al., 1999) konnte mittels Inokulation von Gewebe, das von 

PMWS erkrankten Tieren stammte, lediglich stark abgeschwächte klinische Symptome 

und pathologische Läsionen provozieren. In die Untersuchung waren acht vor 

Versuchsbeginn u. a. negativ auf PRRSV, PPV und Influenza getestete Schweine 

einbezogen.  
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Um Koinfektionen mit unbekannten Viren auszuschließen, führte Fenaux einen 

Infektionsversuch mit rekombinantem kloniertem PCV 2 durch (Fenaux et al., 2002). 

Nach Infektion mit der geklonten kompletten genomischen DNA eines PCV 2-Strangs 

konnte nur eine subklinische Infektion mit ggr. patho-histologischen Veränderungen 

gesehen werden. 

Eine weitere Reihe von Experimenten sollte den Zusammenhang zwischen der 

Entstehung von PMWS durch PCV 2 und Koerreger überprüfen. Allan et al. (Allan et al., 

1999) infizierten kolostrumfrei aufgezogene Ferkel mit PCV 2 und/oder PPV. Sie 

beobachteten, dass alle mit PCV 2 und PPV infizierten Tiere die für PMWS typischen 

Symptome und Läsionen zeigten, z.T. sogar verendeten, während Tiere, die 

ausschließlich mit einem dieser Viren infiziert waren, keinerlei Anzeichen von PMWS 

aufwiesen. Untersuchungen von Krakowka und Mitarbeitern (Krakowka et al., 2000) 

bestätigten diese Ergenisse bei gnotobiotischen Ferkeln. Kennedy und Mitarbeiter 

(Kennedy et al., 2000) stellten jedoch bei ausschliesslich mit PCV 2 infizierten Tieren 

auch klinische Anzeichen von PMWS fest; bei allen Tieren dieser Gruppe konnten 

histopathologische Läsionen und in den veränderten Organen zudem PCV 2 detektiert 

werden. In diesen Ergebnissen sah man die Erfüllung der Henle-Koch´schen Postulate, 

ergänzte jedoch, dass Koinfektionen den Schweregrad der Erkrankung erhöhen und 

somit eine wichtige Rolle bei PMWS spielen. 

Die sich bei den Infektionsversuchen abzeichnende Bedeutung der Koinfektionen 

wurde durch Feldstudien bestätigt. Ellis et al. (2000) konnten hierbei verdeutlichen, 

dass bei allen PMWS-Fällen PCV 2 nicht aber PPV und PRRSV vorhanden war und  

bestätigten damit die Annahme, dass PCV 2 für die Entwicklung von PMWS essentiell 

sei, den beiden anderen Erreger die Rolle von begünstigenden Kofaktoren zukomme. 

PRRSV erwies sich als häufigster viraler Koerreger (51,9 %) (Le Cann et al., 1997; 

Hinrichs et al., 1999a); (Pallares et al., 2002) während sich Mycoplasma hyo-

pneumoniae mit 35,5 % als häufigster bakterieller Koerreger etablierte (Pallares et al., 

2002). Daneben konnten mit Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis 

und Pasteurella multocida weitere bakterielle Koerreger gefunden werden (Del Pozo, 

1999).  

Neben den infektiösen sollen auch nicht-infektiöse Faktoren wie Luftqualität, Hygiene 

und Tierdichte den Krankheitsprozeß  unterstützen(Harding, 1996; Domingo and 

Segales, 1999; Krakowka, 2001; Allan et al., 2003); auch Impfregime werden mit dem 
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Auftreten von PMWS in Zusammenhang gebracht: so konnte PMWS bei mit Kolostrum 

aufgezogenen Ferkeln nur in der gegen Mycoplasma hyopneumoniae und 

Actinobacillus pleuropneumoniae geimpften Gruppe durch eine PCV 2-Infektion 

provoziert werden (Allan et al., 2000b). Ebenso wurde PMWS aber auch durch PCV 2 

in Kombination mit Immunstimulantien wie Freund´sches Adjuvanz (Krakowka and Ellis, 

2000; Krakowka et al., 2001) oder Vakzinen (Allan et al., 2000b; Larochelle et al., 2003) 

experimentell provoziert. Diese Provokation von PMWS mittels Adjuvantien oder 

kommerzieller Vakzinen gelang jedoch nicht immer, so dass möglicherweise nur eine 

bestimmte Immunstimulation PMWS auslösen kann (Resendes et al., 2004). Im 

Rahmen weiterer Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass geimpfte Tiere eine 

länger andauernde Virämie und höhere Mengen des PCV 2-Genoms im Serum 

aufwiesen; die Verteilung des Virus im Gewebe war ebenso wie die lymphozytäre 

Depletion stärker ausgeprägt. Vor dem Hintergrund dieses Ergebnisses forderten die 

Autoren ein Überdenken des Impfregimes in PMWS-gefährdeten Beständen 

(Opriessnig et al., 2003). 

Bei PCV 2 handelt es sich um ein weit verbreitetes Virus, das nach Infektion nicht 

zwangsläufig zu klinischen oder histopathologischen Veränderungen führen muss  

(Larochelle et al., 1999): bei gesunden Schweinen mit Kontakt zu PMWS-Tieren 

werden auch ohne pathomorphologische Veränderungen bzw. Nachweis eines PCV 2-

Antigens wesentlich später noch hohe Antikörpertiter nachgewiesen (Domingo and 

Segales, 1999; Harding et al., 1999). Nach wie vor ist man der Meinung, dass PCV 2 

allein nicht zur Induktion von PMWS ausreicht (Fenaux et al., 2002; Larochelle et al., 

2003; Sibila et al., 2004). 
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2.1.4.2.2. Weitere PCV 2-assoziierte Krankheitsbilder 

 

Über den Zusammenhang mit PMWS hinaus wird die Bedeutung von PCV 2 bei einer 

Reihe weiterer klinischer Erscheinungsbilder diskutiert, wobei die ätiologische 

Bedeutung von PCV 2 noch unklar und der kausale Zusammenhang zwischen PCV 2 

und diesen Krankheitsbildern nicht immer zweifelsfrei bewiesen ist. 

Abgesehen von PMWS kommt der Beteiligung von PCV 2 am „Porzinen Dermatitis und 

Nephropathie Syndrom“ (PDNS) die größte Bedeutung zu. Hierbei handelt es sich um 

eine Typ III-Hypersensitivitätsreaktion, bei der durch Immunkomplexe Vaskulitiden 

initiiert werden (Higgins, 1993; Helie et al., 1995). Zunächst brachte man eine Reihe 

bakterieller Erreger wie Pasteurella multocida (Thomson, 1998), Streptococcus species 

(spp.) (Sierra et al., 1997) und Actinobacillus pleuropneumoniae (White and Higgins, 

1993) sowie Lipopolysaccharide gram-negativer Bakterien (Duran et al., 1997) als 

mögliche auslösende Faktoren mit dieser Erkrankung in Verbindung. In mehreren 

Fällen konnte auch PRRSV nachgewiesen werden (Thibault et al., 1998; Segales et al., 

1998b): bei Infektionsversuchen gelang es jedoch nicht, das Krankheitsbild zu 

reproduzieren. Zunehmend untersuchte man PDNS-erkrankte Schweine auf PCV 2 und 

konnte in nahezu allen Fällen das Virus in unterschiedlichen Organen nachweisen 

(Segales et al., 1998a; Peritogianni, 2000; Rosell et al., 2000b; Allan et al., 2000c). 

Virale Nukleinsäure befand sich hauptsächlich im Zytoplasma von Monozyten bzw. von 

Makrophagen-Zelllinien der untersuchten Organe. In vielen Fällen konnte neben PCV 2 

auch PRRSV detektiert werden (Segales et al., 1998b; Rosell et al., 2000b). Eine 

andere Arbeitsgruppe stellte bei ihren Untersuchungen fest, dass im chronischen 

Stadium das PCV 2-Genom nicht immer nachweisbar ist und schlussfolgerte daraus, 

dass das Virus nur in der akuten Krankheitsphase zu finden sei (Segales et al., 1998b). 

Bei Untersuchungen der geschädigten Glomeruli und Arterienwände konnte mittels in-

situ-Hybridisierung (ISH) kein Virus nachgewiesen werden, was vermuten lässt, dass 

die Immunkomplexe dort entweder nur kurz verweilen oder nicht das Genom des Virus, 

sondern nur virales Protein enthalten ist (Rosell et al., 2000b).  

Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass nur ein hoher PCV 2-Titer für die 

Entwicklung von PDNS die Grundlage bilden könnte (Wellenberg et al., 2004); sie 

unterstreichen damit die Rolle von PCV 2 als primäres Agens. 
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Im Hinblick auf Reproduktionsstörungen ist der Zusammenhang mit PCV 2 noch nicht 

vollständig geklärt. Auf Grund der geringen Größe von PCV 2 erscheint eine Passage 

der Plazentaschranke möglich. Experimentell konnte nachgewiesen werden, dass sich 

das Virus in sich schnell teilenden Zellen repliziert, wie sie in fetalem Gewebe 

vorhanden sind (Pensaert, 2001);(Sanchez, 2001b); die größten Virusmengen waren 

dabei im Herzen nachzuweisen. Untersuchungen an abortierten Feten, Totgeburten 

oder Neugeborenen auf PCV 2 erbrachten positive Resultate (Allan et al., 1995; West 

et al., 1999; Baudouard et al., 2001), andere Feldstudien zeigten jedoch nur ein 

geringes Vorkommen von intrauterinen Infektionen (Baudouard et al., 2001). Nach 

transzervikalen Infektionsversuchen an „spezifisch-pathogenfreien“ (SPF) Sauen 

während der Besamung konnten sowohl Aborte und verfrühtes aber auch 

termingerechtes Abferkeln beobachtet werden. In manchen Feten sowie in einigen 

Ferkeln wurden PCV 2-Genom und/oder Antikörper gefunden (Cariolet, 2001b). Die 

Autoren schlossen daraus, dass PCV 2 bei nicht immunen Sauen Reproduktions-

störungen hervorrufen kann. Auch bei intratrachealen sowie intramuskulären 

Infektionsversuchen an SPF-Sauen traten sowohl Aborte und mumifizierte Feten auf, es 

wurden aber auch normal entwickelte, lebende Ferkel geboren. Da diese Ferkel weder 

PCV 2-Genom noch –Antikörper aufwiesen, liegt die Vermutung nahe, dass die 

plazentäre Barriere in diesem Fall nicht von den Viren überwunden werden konnte. 

Nach (Cariolet, 2001a)) verlaufen diese Reproduktionsstörungen bei den  Sauen mit  

moderatem Fieber und ggr. Störung des Allgemeinbefindens. Nur bei einem Erstkontakt 

des Sauenbestandes mit PCV 2 scheinen deutlichere Reproduktionsstörungen zu 

resultieren (Pensaert, 2001). Da auch in Ebersperma PCV 2 nachgewiesen wurde, ist 

es als Infektionsquelle ebenfalls in Betracht zu ziehen (Larochelle et al., 2000b).  

Bei den respiratorischen Erkrankungen, die mit PCV 2 in Verbindung gesehen werden, 

ist möglicherweise ein multifaktorielles Geschehen für den Ausbruch der Erkrankung 

verantwortlich. In Bezug auf die Porzine Nekrotisierende Pneumonie“ (PNP) konnte 

noch kein primäres Agens identifiziert werden, eine Koinfektion von PCV 2 und PRRSV  

scheint ursächlicher Auslöser zu sein (Pesch et al., 2000; Segales, 2004). Das 

Auftreten des „porcine respiratory disease complex (PRDC)“ wird in erster Linie mit 

PRRSV- und Mycoplasma hyopneumoniae-Infektionen in Zusammenhang gebracht. 

Zusätzliche Agentien wie z.B. PCV 2 spielen hier wohl nur eine untergeordnete Rolle 

(Thacker and Thacker, 2000). 
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2.1.5  Epidemiologie 

 

Nach derzeitigem Wissen infiziert PCV 2 ausschließlich Schweine. (Rodriguez-Arrioja et 

al., 2003). Serumantikörper gegen PCV 1 dagegen konnten außer bei Schweinen auch 

bei Menschen, Mäusen und Rindern nachgewiesen werden (Tischer et al., 1995; Nayar 

et al., 1999). Vor dem Hintergrund des Einsatzes porziner Gewebe und Organe in der 

humanen Transplantationsmedizin wurden humane Zelllinien mit PCV 1 und 2 infiziert. 

Eine Initiation der Replikation wie auch der PCV-Genexpression konnte zwar 

nachgewiesen werden, die Infektion stellte sich jedoch als unproduktiv dar (Hattermann 

et al., 2004). 

Die ersten in Deutschland durchgeführten Studien zur Verbreitung von PCV zeigten, 

dass 77 bis 85 % der Schlachtschweine Kontakt zu PCV hatten (Tischer, 1982). In 

weiteren Untersuchungen wurde für Großbritannien eine Seroprävalenz von 86 %  

(Edwards, 1994), für Nord-Irland von 92 % (Allan et al., 1994), für Kanada von 26 bis 55 

% (Dulac, 1989) festgestellt, in den USA waren durchschnittlich über 50 % der Tiere 

PCV-positiv (Suh, 1998). Ritzmann und Mitarbeiter (Ritzmann et al., 2002) konnten bei 

53 % der untersuchten Bestände in Bayern und 40 % der einbezogenen Hausschweine 

PCV 2-Genom nachweisen. Dabei stellte sich heraus, dass zwischen PCV 2- Infektion 

einerseits und der Populationsdichte, dem Alter der Tiere und der Betriebsstruktur 

andererseits eindeutige Zusammenhänge bestehen: eine erhöhte Nachweisrate von 

PCV 2 ist mit dem zunehmendem Alter der Tiere, mit steigender Populationsdichte 

sowie einer zunehmenden Anzahl von Tieren verschiedener Herkunft in den Betrieben 

im Vergleich zu geschlossenen Betrieben korreliert. 

In neueren in Belgien (Sanchez, 2001a) und Kanada (Cotrell et al., 1999) durch-

geführten  Untersuchungen zur altersabhängigen Seroprävalenz waren im Saugferkel-

alter bis zu 80 % der Tiere Antikörpertiter positiv; dieser Prozentsatz sinkt jedoch 

signifikant im Absatzferkelalter (Harding et al., 1999). Ein erneuter Anstieg lässt sich bei 

13 - 14 Wochen alten Tieren feststellen (Allan et al., 1994);  ältere Schweine sind  

häufig zu 100 % PCV 2- seropositiv (Harding et al., 1999; Hassing et al., 2001; 

Sanchez, 2001b).  
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Betrachtet man die altersabhängige Häufigkeit des Nachweises von PCV 2-Genom 

mittels PCR, so fällt auf, dass Ferkel im Alter von fünf bis zehn Wochen in PMWS-

positiven Betrieben signifikant häufiger PCV 2 aufweisen als in PMWS-negativen 

Betrieben; in anderen Altersgruppen fällt dieser Unterschied nicht auf (Sibila et al., 

2001). Bis zum Jahr 1985, also mehrere Jahre vor dem erstmaligen Auftreten von 

PMWS, konnten im Rahmen retrospektiver Untersuchungen PCV 2-spezifische 

Antikörper (Magar et al., 2000) wie auch mittels in-situ-Hybridisierung PCV 2-Genom  

(Rodriguez-Arrioja et al., 2003) entdeckt werden. Im Rahmen neuerer Untersuchungen 

war mittels PCR die Unterscheidung zwischen PCV 1 und PCV 2 möglich. Studien an 

Schweinen aus Spanien, Frankreich und Deutschland zeigten ein Vorkommen von PCV 

1 in 5 % und von PCV 2 in 26,8 % der Fälle (Mankertz et al., 2000a). 

Der erstmaligen Beschreibung von PMWS in Kanada (Harding, 1996) folgten weitere in 

Nordamerika (Daft et al., 1996) und Europa (Le Cann et al., 1997; Segales et al., 1997; 

Kennedy et al., 1998; Spillane et al., 1998; Hinrichs et al., 1999a; Celer Jr. and 

Carasova, 2001; Miliotis et al., 2001; Schmoll et al., 2001) sowie in Korea und Japan 

(Choi and Chae, 1999; Onuki et al., 1999). 

Untersuchungen der Nukleotidsequenz des gesamten PCV 2-Genoms ergaben, dass 

die verschiedenen PCV 2- Isolate zu 95-99 % übereinstimmten (Fenaux et al., 2000), 

die größte Abweichung im Vergleich zu den übrigen Sequenzen zeigten zwei 

französische Isolate (AF055393 und AF055394) mit nur 95-96 % Übereinstimmung. 

Sechs Isolate PMWS-positiver Tiere aus geographisch weit auseinander liegenden 

Regionen Nordamerikas wiesen dagegen eine Sequenzhomologie von 98-99 % auf; 

anhand der Sequenz ließ sich später nachvollziehen, aus welcher Region das Isolat 

stammte. Bestimmte Sequenzveränderungen konnten demnach bestimmten Regionen 

zugeordnet werden (Fenaux et al., 2000).  

Über den Einfluß der Variabilität des PCV 2-Genoms auf den Grad der Virulenz liegen 

bisher kaum Kenntnisse vor. Bei Auftreten von PMWS in vormals PMWS-freien 

Beständen ließ sich eine höhere Variabilität feststellen, das erstmalige Auftreten von 

PMWS in einer bestimmten Region konnte dagegen nicht auf eine bestimmte Variante 

zurückgeführt werden (DeBoisson et al., 2004). Auch nach 120 Passagen in PK-15-

Zellen konnten lediglich zwei Mutationen entdeckt werden, beide lagen innerhalb des 

ORF 2 (Nukleotidposition 328 und 573) und traten in Passage 30 bzw. 120 auf; diese 

Mutationen veränderten sich im Weiteren nicht mehr. Ein Infektionsversuch ging mit 
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einer Verringerung der Wachstumsfähigkeit in vitro und einer Abschwächung des    

PCV 2 in vivo einher (Fenaux et al., 2004b).  

 

 

 

2.1.6 Pathogenese 

 

Der pathogenetische Ablauf im Symptomenkomplex: PMWS ist bisher nur teilweise 

bekannt.  

Virales Genom kann in Nasen- und Augentupfern (Krakowka et al., 2000), Sperma 

(Larochelle et al., 2000b), Kot (Yang et al., 2003), sowie abortierten Feten (West et al., 

1999) und Neugeborenen (Tschachtschal, 2000) gefunden werden, horizontale wie 

vertikale Übertragung von Tier zu Tier und über Vektoren sind somit denkbar. Eine 

Forschergruppe fand die Ausscheidung von PCV 2 über die Nase ohne gleichzeitig 

vorliegende Virämie bzw. klinische Symptome (Sibila et al., 2001). Auch konnte das 

Virus häufiger in Nasentupfern als im Serum nachgewiesen werden: die Zahl der Tiere 

mit PCV 2- Nachweis im Nasentupfer steigt in Betrieben, in denen PMWS-Fälle 

nachgewiesen werden. Dies unterstützt die These, dass zum Ausbruch von PMWS eine 

bestimmte Virusmenge erforderlich ist (Olvera et al., 2004). Experimentell gelang es, 

Schweine bei Infektionsversuchen intranasal, intratracheal, intramuskulär, subkutan, 

intraperitoneal und intrauterin zu infizieren; ohne bisherigen wissenschaftlichen  

Nachweis gilt es als wahrscheinlich, dass die Transmission hauptsächlich auf oro-

nasalem Weg erfolgt (Rosell et al., 1999; Krakowka et al., 2003). 

Als DNA-Virus ist PCV 2 auf eine Polymerase angewiesen; da das PCV 2-Genom 

jedoch keine viruseigene Polymerase kodiert, ist es bei der Replikation auf zelleigene 

Polymerasen angewiesen, die während der S-Phase der Mitose der Zelle im Zellkern 

präsent sein müssen (Tischer et al., 1987). Eine maximale Replikationseffizienz liegt in 

sich häufig teilenden Zellen vor, so dass sich mit zunehmendem Alter der Schweine die 

Zielzellen von PCV 2 ändern: so weisen die sich am 57. Trächtigkeitstag noch vermehrt 

teilenden fetalen Kardiomyozyten höhere Virusmengen auf als zu späteren Zeitpunkten. 

Das Virus befindet sich dann hauptsächlich in Makrophagen, die als sich nicht schnell-



25 

teilende Zellen keinen Ort der Replikation, sondern vermutlich einen der Verbreitung 

und Persistenz darstellen (Sanchez, 2003).  

Zu Beginn des Krankheitsverlaufs kann sich das Virus in lokalem Lymphgewebe wie 

Tonsillen und regionalen Lymphknoten replizieren, um sich dann systemisch 

auszubreiten. Es ist ungeklärt, ob sich der Erreger nach primärer Vermehrung am 

Eintrittsort intrazellulär im Organismus, in Makrophagen und anderen Antigen-

präsentierenden Zellen oder frei in Lymphe oder Blut verbreitet (Segales et al., 2004). 

Die Infiltration mit Histiozyten, die gleichzeitig mit der makroskopischen Lymph-

adenopathie auftritt, scheint von essentieller Bedeutung für den Krankheitsverlauf zu 

sein, der Mechanismus der Infiltration ist allerdings noch nicht erforscht (Clark, 1997; 

Rosell et al., 1999). Im Absetzalter scheinen Darmepithelien und Hepatozyten, 

vaskuläre Endothelien, Kupffer-Zellen sowie interstitielle histiozytenähnliche Zellen 

während des weiteren Krankheitsverlaufs eine wichtige Quelle für neu synthetisiertes 

infektiöses Virusmaterial zu sein, da sowohl das für die Replikation wichtige virale 

Nukleocapsid als auch die DNA-Replikase in diesen Zellen nachgewiesen werden kann 

(Krakowka et al., 2003).  

Ein PCV 2-Antikörpertiter ist nicht mit dem Auftreten von PMWS assoziiert (Larochelle 

et al., 2003); zwischen dem Antikörpertiter und PNDS scheint jedoch ein Zusammen-

hang zu bestehen, da hohe PCV 2-Titer möglicherweise eine Grundlage für die 

Entstehung dieser Erkrankung darstellen (Wellenberg et al., 2004). Für den Ausbruch 

der klinischen Symptomatik von PMWS ist jedoch eine kritische Erregermenge 

erforderlich (Morozov et al., 1998; Liu et al., 2000; Shibara et al., 2000; Darwich et al., 

2002; Olvera et al., 2004), ebenso scheint der Schweregrad der Erkrankung mit dem 

quantitativen Vorkommen infektiösen Virusmaterials in den Geweben zu korrelieren. Bei 

PNDS findet man im Vergleich zu PMWS weniger Virus (Olvera et al., 2004).             

Das Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Infektion spielt eine Rolle im pathogenetischen 

Ablauf des PMWS (Blanchard et al., 2001; Sibila et al., 2001). 

Nach der Manifestation der Infektion im Wirt können Läsionen in nahezu allen Organen 

lokalisiert sein, wobei die Zahl der betroffen Organe positiv mit dem Grad der 

lymphoiden Läsionen korreliert (Segales et al., 2004).  

Die sowohl im Blut als auch in den lymphoiden Geweben nachweisbare lymphozytäre 

Depletion (Rosell et al., 1999; Segales et al., 2000; Darwich et al., 2003) und die 

histiozytäre Infiltration stehen im Vordergrund der zellulären Veränderungen, so dass 
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ein immunsupprimierender Effekt von PMWS deutlich wird (Chianini et al., 2003). In 

vergleichenden Untersuchungen zur Antigenmenge und dem Grad der lymphozytären 

Depletion stellten mehrere Autoren eine Korrelation fest: mit steigendem Virusgehalt ist 

eine zunehmende Depletion nachzuweisen (Rosell et al., 1999; Darwich et al., 2002; 

Chianini et al., 2003). Die lymphozytäre Depletion ist folglich mit dem Stadium der 

Infektion in Zusammenhang zu sehen, da sie mit fortschreitender Infektion zunimmt.  

Allem Anschein nach spielen komplexe Modulationen des Immunsystems wie  

Immunsuppression oder proinflammatorische Vorgänge eine Rolle in der Pathogenese 

des PMW (Darwich et al., 2004; Sipos, 2004). Unter Verabreichung immun-

modulierender Substanzen untersuchte Krakowka die Rolle des Immunsystems: nach 

der Applikation von Cyclosporin konnte eine Potenzierung der Replikation des Virus 

beobachtet werden; die infizierten Tiere entwickelten jedoch keine PMWS-charak-

teristischen Läsionen, was wiederum eine Immunmediation der granulomatösen 

Entzündung vermuten läßt (Krakowka, 2002). Allerdings bleibt die Frage, warum mit 

immunsupprimierend wirkenden Kortikosteroiden nicht das gleiche Ergebnis zu erzielen 

ist.  
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2.1.7  PCV 2-assoziierte Krankheitsbilder 

2.1.7.1 Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) 

 

Klinik 

Das Krankheitsbild PMWS tritt in der Regel bei sechs bis fünfzehn Wochen alten 

Absatzferkeln auf (Segales et al., 2002a); Saugferkel sind selten betroffen (Harding, 

1996; Le Cann et al., 1997; Clark and Harding, 1998; Domingo and Segales, 1999; 

Pallares et al., 2002). Das klinische Leitsymptom der Erkrankung ist das Kümmern der 

Tiere durch einen über Wochen zunehmenden Gewichtsverlust (Daft et al., 1996; 

Harding, 1996; Le Cann et al., 1997; Segales et al., 1997; Harding et al., 1999). 

Zusätzlich treten chronisch-rezidivierende, behandlungsresistente 

Atemwegserkrankungen mit Dyspnoe auf, unter bakteriellen Sekundärinfektionen wird 

Husten beobachtet; desweiteren wird   Durchfallsymptomatik gesehen (Harding, 1996; 

Segales et al., 1997; Domingo and Segales, 1999; Harding et al., 1999; Madec et al., 

2000). Klinisch auffällig ist darüber hinaus eine häufig auftretende mikrozytäre, 

hypochrome, nicht selten mit einer Leukopenie einhergehende Anämie sowie eine 

Vergrößerung der inguinalen Lymphknoten (Segales et al., 2000b); gelegentlich kommt 

es zum Ikterus (Daft et al., 1996; Harding, 1996; Le Cann et al., 1997; Segales et al., 

1997; Harding et al., 1999). 

Nicht bei jedem PMWS-erkrankten Tier treten alle genannten Symptome gleichzeitig 

auf. Grundsätzlich gilt aber, bei Kümmern sowie einer Vergrößerung der inguinalen 

Lymphknoten eines Tieres oder einer Gruppe von Tieren PMWS differential-

diagnostisch in Betracht zu ziehen. Treten bei der histo-pathologischen Untersuchung 

in den lymphoiden Geweben typische Veränderungen wie eine lymphozytäre Depletion 

in Verbindung mit einer granulomatösen Entzündung, vielkernige Riesenzellen sowie 

PCV 2-typische zytoplasmatische Einschlusskörperchen auf und wird bei der 

virologischen Untersuchung PCV 2 in diesen Läsionen nachgewiesen, so handelt es 

sich um PMWS (Sorden, 2000; Quintana et al., 2001). 

Folgende Aussagen lassen sich hinsichtlich PMWS zusammenfassend treffen: nach 

(Domingo and Segales, 1999) beträgt die Morbidität bis zu 60 % und die Letalität 50 - 

90 %; Le Cann und Mitarbeiter (Le Cann et al., 1997) berichten von einer 18%igen 
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Mortalität und Verlusten von bis zu 35 %. Co-Infektionen mit anderen viralen bzw. mit 

bakteriellen Erregern werden für hohe Verluste verantwortlich gemacht (Domingo and 

Segales, 1999). Im Übrigen wird ein zyklisches Auftreten der Infektion beobachtet: ohne 

Bekämpfungsmaßnahmen können PMWS-Symptome annähernd zwei Jahre lang  

auftreten. Unterschiedliche Betriebsgrößen und -formen sind dabei in gleicher Weise 

betroffen. 

 

Pathomorphologie 

Makroskopische Befunde: PMWS-erkrankte Tiere zeigen in der Sektion als auffälligste 

Veränderung eine Vergrößerung der Lymphknoten, häufig verbunden mit einer 

generalisierten Lymphadenopathie (Le Cann et al., 1997; Clark and Harding, 1998; 

Kennedy et al., 1998; Segales et al., 1999a) sowie einer nicht kollabierten dunkel 

gefleckten Lunge (Rosell et al., 1999). Abgesehen von den inguinalen sind meistens die 

submandibulären, mesenterialen und mediastinalen Lymphknoten vergrößert (Rosell et 

al., 1999). Die Lymphknoten erscheinen im Anschnitt homogen weißlich, können aber in 

seltenen Fällen multifokale konfluierende nekrotische Bereiche aufweisen (Segales et 

al., 2000). Daneben sind jedoch auch in nicht vergrößerten oder atrophischen 

Lymphknoten schwerwiegende PMWS-typische, nur mikroskopisch sichtbare 

Veränderungen zu sehen (Segales et al., 2004). Die Lunge erscheint in der Sektion 

schlecht retrahiert und von fester oder gummiartiger Konsistenz (Clark and Harding, 

1998). Die Oberfläche stellt sich fleckig, mit einem lobulären Muster verschiedener 

Farbabstufungen von grau-bräunlich über gelb bis zu rosa dar. (Le Cann et al., 1997; 

Clark and Harding, 1998; Segales et al., 1999a). Häufig auftretende Verdichtungen der 

apikalen Lungenlappen sind auf bakterielle Sekundärinfektionen zurückzuführen 

(Domingo and Segales, 1999). 

Weitere bei PMWS gefundene Veränderungen sind Magenulzera in der Pars 

oesophagea (Pastor et al., 1998; Segales et al., 1999a), Ikterus (Segales et al., 1997) 

sowie eine atrophische oder vergrößerte Leber (Rosell et al., 2000a). Die Nieren sind 

zumeist blass, gefleckt und vergrößert (Clark and Harding, 1998; Segales et al., 1999a). 

Die Magenulzera werden jedoch nicht als direkte Folge der PCV 2-Infektion angesehen, 

sondern sind eher mulitfaktoriellen Ursprungs oder beruhen auf bakteriellen Infektionen. 

Diese Ulzera könnten infolge evtl. Blutungen zur Anämie beitragen, möglicherweise 

erklären sie auch Todesfälle bei PMWS-erkrankten Tieren (Segales et al., 2000), es 
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wurden jedoch auch Anämien bei entsprechenden Tieren beschrieben, die keine 

Magenulzera aufwiesen (Darwich et al., 2003). Chronisch PMWS-kranke Tiere sind 

zudem kachektisch, sie zeigen eine deutliche Muskel- und Fettatrophie (Segales et al., 

1997). 

Mikroskopische Befunde: Als charakteristische Veränderung für PMWS kann die 

unterschiedlich ausgeprägte lymphozytäre Depletion mit dem Verlust lymphozytärer 

Architektur in den lymphoiden Geweben angesehen werden (Clark, 1997; Kennedy et 

al., 1998; Segales et al., 1999a; Allan et al., 2004); diese Veränderung ist einzigartig 

und generell identifizierbar (Segales et al., 2004). Normalerweise tritt sie in Verbindung 

mit einer multifokalen bis diffusen, gering- bis hochgradigen histiozytären und/oder 

multinukleären Riesenzellinfiltration auf, die vor allem in den subkapsulären und in den 

Mark-Sinus sowie in den Lymphfollikeln lokalisiert ist bzw. - je nach Schweregrad - den 

gesamten Lymphknoten betreffeb kann (Clark, 1997; Segales et al., 1999a). 

Weiterhin spezifisch ist das Vorkommen von basophil-anfärbbaren zytoplasmatischen 

sphärischen Einschlusskörperchen in histiozytären Zellen (Clark, 1997; Rosell et al., 

1999; Allan et al., 2004). In nekrotisierenden Läsionen der Lymphknoten sind in 

Bereichen koagulativer Nekrosen meist auch vaskuläre Thromben zu finden, was 

pathogenetisch bisher nicht eingeordnet werden konnte (Segales et al., 2004). 

Entsprechend häufig wie in den lymphoiden Geweben stößt man in der Lunge auf 

histologische Veränderungen (Clark, 1997), meist in Form einer subakuten interstitiellen 

Pneumonie (Rosell et al., 1999; Segales et al., 1999a; Allan et al., 2004) mit Infiltration 

von histiozytären und multinukleären Riesenzellen in den verbreiterten Alveolarsepten; 

diese Entzündungszellen lassen sich auch in der Umgebung der Bronchien und 

Bronchiolen finden (Clark, 1997; Segales et al., 1999a). Gelegentlich wird in dem 

lymphoiden Gewebe des Bronchus (BALT) auch eine lymphozytäre Depletion sowie 

eine histiozytäre Infiltration gesehen (Segales et al., 2004). Wird eine kranio-ventrale 

Lungenverfestigung diagnostiziert, handelt es sich um eine katarrhalisch-eitrige 

Bronchopneumonie mit polymorphkernigen Neutrophilen im Inneren der Bronchien, 

Bronchiolen und Alveolen, ausgelöst durch eine bakterielle Sekundärinfektion (Segales 

et al., 1999a). 

Die Veränderungen in der Leber stellen sich als eine periportale lymphohistiozytäre 

Infiltration dar; einzelne Leberzellen weisen Nekrosen auf, das Zytoplasma der 

Hepatozyten ist vakuolisiert und geschwollen (Clark, 1997). In Fällen hochgradiger 
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Läsionen ist eine generalisierte perilobuläre Fibrose, eine Zerstörung der 

Leberläppchenarchitektur sowie ein massiver Verlust an Hepatozyten festzustellen 

(Clark and Harding, 1998; Segales et al., 1999a). Entsprechend dem Zerstörungs- und 

Verteilungsgrad werden die Leberläsionen bei PMWS-Tieren in vier Stadien eingeteilt 

(Rosell et al., 2000a). 

In der Niere kann sporadisch eine schwere subakute bis chronische interstitielle 

Nephritis mit hohem Gehalt an PCV 2 beobachtet werden (Segales et al., 2004).  

Als weitere mikroskopische Läsionen finden sich bei schwerwiegend erkrankten Tieren 

in nahezu allen Organen gering- bis mittelgradige lympho-histiozytäre entzündliche 

Infiltrate (Clark, 1997; Rosell et al., 1999). 

 

 

2.1.7.2 Weitere mit PCV 2 in Zusammenhang gebrachte Krankheitsbilder 

 

Die weiteren in Zusammenhang mit PCV 2 genannten Krankheitsbilder sollen hier nicht 

im Detail beschrieben werden. Im Einzelnen handelt es sich um das erstmals 1993 in 

Großbritannien beschriebene „Porcine Dermatitis und Nephropathie Syndrom“ (PDNS) 

(Smith et al., 1993), den „Porcine Respiratory Disease Complex“ (PRDC) (Thacker and 

Thacker, 2000) und die „Proliferative und nekrotisierende Pneumonie“ (PNP) (Morin et 

al., 1990). Es gilt weiterhin als erwiesen, dass PCV 2 in der Lage ist, sowohl allein 

(West et al., 1999) als auch in Verbindung mit anderen beim Schwein bekannten 

Pathogenen (Baudouard et al., 2001; O’Connor et al., 2001) Reproduktionsstörungen 

hervorzurufen. 
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2.1.8 PCV 2 beim Wildschwein 

 

Zur Untersuchung des Vorkommens porziner Circoviren beim Wildschwein (Sus scrofa) 

wurden 1986 außer bei Schlachtschweinen auch bei einigen Wildschweinen PCV-

Antikörpertiter bestimmt: fünf der sechs untersuchten Wildschweine waren mit Titern 

von 1:2, 1:10 und 1:20 bzw. zweimal von 1:80 Antikörper-positiv (Tischer et al., 1986);  

zwischen PCV 1 und PCV 2 wurde hier jedoch nicht unterschieden.  

Der Nachweis von PCV 2 gelang Ellis und Mitarbeitern (Ellis et al., 2003) bei in 

Freiland-bedingungen aufgezogenen Wildschweinen; die kachektischen Tiere wiesen 

sowohl eine Pneumonie als auch eine Enteritis auf. In den betroffenen Geweben konnte 

mittels Immunhistochemie und in-situ-Hybridisierung PCV 2 identifiziert werden: aus 

gepoolten Organproben wurde ein PCV 2-ähnliches Virus isoliert, dessen ORF 2 eine 

96,7%ige Homologie zu einem Referenz-PCV 2- Isolat aufwies. 

Bei serologischen Untersuchungen in Belgien (Sanchez et al., 2001a) und Spanien 

(Segales et al., 2002c) wurden Seroprävalenzen von 35,6 % (100 von 281 untersuchten 

Tieren) in Belgien und von 34,6 % (9 von 26 Tieren) in Spanien gefunden. In die bisher 

weltweit umfangreichste Untersuchung in Spanien flossen Daten von 656 

Wildschweinen ein: 47,89 % +/- 1,9 % der Tiere hatten einen positiven Serum-Titer.  

Sowohl Seroprävalenz als auch die Titerhöhe standen in engem Zusammenhang mit 

den Lebensbedingungen der Wildschweinpopulationen: Wildschweine aus 

Hausschwein- ähnlicher Haltung wiesen höhere Seroprävalenzen auf als solche, die 

unter natürlichen Bedingungen lebten. Die Untersuchung von Vicente et al. (Vicente et 

al., 2004) zeigte außerdem einen Zusammenhang zwischen PCV 2 und PMWS beim 

Wildschwein auf. 

Bei einer Untersuchung zur Prävalenz und Sequenz von PCV und PPV bei Wild-

schweinen in Österreich wurden drei der 28 untersuchten Proben (10,7 %) als PCV 1 

und 13 als PCV 2-positiv (46,4 %) eingestuft, nur eine der Proben enthielt sowohl PCV 

1 als auch PCV 2; PPV konnte in 25 der 28 Fälle (89,3 %) nachgewiesen werden; kein 

Tier wies PMWS-typische Läsionen auf. Die Homologie zweier PCV 2-Isolate betrug 

99,55 %, was einem Unterschied in acht Nukleotiden entspricht. Verglichen mit dem in 

der Datenbank vorhanden österreichischen AUT 1-Stamm (Genebank Accession No. 
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AY424402) lag der Unterschied der Wildschwein-Isolate bei 97,3 %, was wiederum 

einem Unterschied in 48 Nukleotiden entspricht (Exel et al., 2004).   

Eine sehr detaillierte Beschreibung gibt einen PMWS Fall in Brandenburg  (Schulze et 

al., 2003) wieder: bei der Sektion eines tot aufgefundenen zehn Monate alten Keilers 

fielen der magere Zustand sowie petechiale Blutungen auf. Die histologische 

Untersuchung zeigte eine typische lymphozytäre Depletion in Lymphknoten, Milz und 

Lunge sowie eine histiozytäre Infiltration und synzytiale Riesenzellen begrenzt auf die 

Lymphknoten. Darüber hinaus wurden eine Pneumonie sowie herdförmige Nekrosen in 

der Leber diagnostiziert; die in beiden Organen zu sehenden gram-negativen Stäbchen 

wurden als Salmonella cholerae suis var. Kunzendorf identifiziert. Elektronen-

mikroskopisch fielen vermehrt kleine runde Circoviren auf, die in der Immunfluoreszenz-

mikroskopie bei Verwendung von Antiserum gegen porzine Circoviren in Milz, Tonsillen 

und Lymphknoten eine positive Fluoreszenz zeigten. Der PCR-Nachweis einer PCV 2-

spezifischen Nukleotidsequenz fiel positiv aus; mit einer semi-quantitativen PCR konnte 

dieser Befund präzisiert werden, wobei sich im Vergleich mit an PMWS erkrankten 

Hausschweinen, eine höhere Menge an PCV 2 feststellen ließ. 

Bei einer ebenfalls aus der Region Brandenburg stammenden Wildschwein (Sus scrofa) 

/Hausschwein (Sus scrofa scrofa) -Kreuzung wurde die gefundene geringere lympho-

zytäre Depletion und kleinere Menge PCV 2-Genom als moderater Fall von PMWS 

interpretiert (Segales et al., 2003). Die Arbeitsgruppe um Segales beschrieb zwei 

weitere aus Spanien stammende Fälle: bei der Sektion eines abgemagerten 

Wildschweins in schlechter körperlicher Verfassung konnten neben einer nekrotisie-

renden Pneumonie,  eine fibrinös-nekrotisierende Kolitis sowie Nekrosen in der Leber 

festgestellt werden; die Histologie mit lymphozytärer Depletion und histiozytärer 

Infiltration mit vielkernigen Riesenzellen bestätigte in Zusammenhang mit dem 

Nachweis des PCV 2-Genoms die Diagnose PMWS; auch hier wurde neben PCV 2 der 

Erreger Salmonella cholerae suis var. Kunzendorf isoliert. Das zweite Schwein zeigte 

diese Befunde in deutlich geringerem Umfang, es wurde als subklinischer Fall von 

PMWS eingestuft (Segales et al., 2003).  

Diese Untersuchungsergebnisse legen folgenden Schluß nahe: Wildschweine könnten 

als Erregerreservoir eine wesentliche Rolle spielen und somit auch für die Verbreitung 

von PCV 2  in Hausschweinepopulationen verantwortlich sein. Der noch nicht geklärte 

Pathomechanismus, bei dem neben PCV 2 noch ein auslösender Kofaktor erforderlich  
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für die Verbreitung von PCV 2 ist (Krakowka et al., 2001), scheint beim Wild - ähnlich 

wie beim Hausschwein - zu funktionieren.  

 

 

 

2.1.9 PMWS und Koerreger beim Wildschwein 

 

Wegen des häufigen Nachweises von Koerregern beim klinischen Bild:  PMWS beim 

Hausschwein (Le Cann et al., 1997; Hinrichs et al., 1999a), wurde neben PCV 2 auch 

der Nachweis von PPV und PRRSV in einige Untersuchungen beim Wildschwein 

einbezogen: in Österreich konnte in 25 von 28 Fällen PPV nachgewiesen werden, was 

einer Prävalenz von nahezu 90 % entspricht (Exel et al., 2004). Die Beteiligung von 

PRRSV wurde im Rahmen einer weitaus größeren Studie in Deutschland untersucht. 

Es wurden 482 Wildschweine aus Sachsen-Anhalt und 177 aus Brandenburg mittels 

IPMA auf PRRSV-Antikörper getestet: lediglich in zwei Seren von Schweinen aus 

Sachsen-Anhalt konnten PRRSV-Antikörper nachgewiesen werden (Oslage et al., 

1994). Eine zwischen 1993 und 1995 in Frankreich durchgeführte Untersuchung von 

909 Proben auf PRRSV-Antikörper ebenfalls mittels IPMA ergab mit 3,6 % (33 positive 

Proben) eine etwas höhere Prävalenz (Albina et al., 2000). In Kroatien dagegen wies 

keines der 44 untersuchten Wildschweinseren PRRSV-Antikörper auf. (Zupancic et al., 

2002).  

Über die Existenz weiterer Koerreger ist nichts bekannt.  
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2.1.10 Mögliche Ansätze der Prävention gegen PCV 2 

 

Prinzipiell bieten sich folgende Ansatzpunkte der Prävention: 

 a) Impfung 

 b) Managementmaßnahmen 

In den ersten Schritten der Entwicklung gelang es chimäre infektiöse DNA-Klone aus 

pathogenem PCV 2- und apathogenem PCV 1-Isolaten herzustellen. Das Genom von 

PCV 1 wurde von PCV 2-Capsid umgeben und anschließend Schweinen injiziert. Dies 

führte zu einer PCV 2-spezifischen Anitkörperreaktion, die jedoch schwächer ausfiel als 

bei unveränderten PCV 2. Auch die PMWS-typischen Läsionen waren im Vergleich zur 

Kontrollgruppe, der man unverändertes infektiöses PCV 2 injizierte, stark reduziert 

(Fenaux et al., 2003). Infektionsversuchen mit dem Wildtyp-pathogenen PCV 2-Typ 

bestätigten diese Ergebnisse, wobei die ausgewählten Tiere zunächst untersucht, 

danach geimpft und anschließend infiziert worden waren. Nur bei einem von 36 

geimpften Tieren gelang es PCV 2-Antigen zu detektieren. Parallel dazu war die 

lymphozytäre Depletion ebenfalls nur bei wenigen Tieren feststellbar. Hieraus konnte 

die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Vakzination mit einem chimären PCV 

1-2-Klon eine protektive Immunität induziert (Fenaux et al., 2004a). 

Basierend auf der Annahme, dass das Capsid das Hauptimmunogen sei, wurde Ferkeln 

wiederholt ein plasmidexprimiertes ORF 2-Protein sowie Granulozyten-Makrophagen-

Stimulations-Faktor (GM-CSF) injiziert. Anhand der Wachstumsparameter der 

Schweine, ihrer klinischen Symptome wie auch der Serokonversion kam man zu dem 

Schluss, dass nach der Impfung ein gewisser Schutz gegen PCV 2 vorliegt (Blanchard 

et al., 2003b). Nach Klonierung von ORF 2 in Plasmiden konnten steigende 

Antikörpertiter auch in Mäusen provoziert werden, was diesen Ansatz unterstreicht 

(Kamstrup et al., 2004).  

Mittlerweile sind verschiedene Impfpräperate auf dem Markt erhältlich: in Europa ist ein 

Totimpfstoff für Muttertiere lizensiert, in Nordamerika finden verschiedene Impfstoffe für 

Ferkel Anwendung. Für die Muttertier- (Reduktion der Mortalität, Rückgang der 

klinischen Erkrankungen und der medikamentellen Behandlung) und die 

Jungtierimpfungen (Reduktion der Virämie und histopathologischen Läsionen) konnten 
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unterschiedliche Wirkungen bewiesen werden (Joisel et al., 2006). Die Impfungen 

beruhen auf der Annahme, dass ein erhöhter Antikörperspiegel das Erkrankungsrisiko 

senkt (Thomas et al., 2005). Ein signifikanter Titeranstieg konnte für die 

Muttertierimpfung bewiesen werden (Charreyre et al., 2006), der zu einer 

nachweisbaren Verminderung (gemessen in mesenterialen Lymphknoten und Kot) der 

Replikation des Virus führt (Charreyere et al., 2006a). 

Medikamentelle Behandlungen sind weitestgehend wirkungslos und scheinen nur die 

häufig vergesellschafteten Sekundärinfektionen zu mindern (Harding, 1996). Eine 

Therapie der einmal ausgebrochenen Krankheit am Einzeltier ist nicht bekannt. 

Da PCV 2 für sich allein nur subklinische PMWS-Fälle induzieren kann, ist ein 

Präventionsansatz in der Auszuschaltung der erwähnten Kofaktoren sehen: dazu 

müssten allerdings zum einen alle beteiligten Kofaktoren bekannt sein, zum anderen ist 

bereits die Zahl der bereits identifizierten Kofaktoren so groß, dass sich eine völlige 

Ausschaltung äußerst schwierig gestalten dürfte.  

Um gewisse Kofaktoren auszuschalten muß das Management der Hausschweine-

haltung unter bestimmten Aspekten verbessert werden: z.B. konsequentes Rein-Raus-

Verfahren (Harding, 1996), Separation bzw. ggf. Euthanasie erkrankter Tiere zur 

Senkung des Infektionsdrucks für die noch nicht erkrankten Tiere (Harding, 1998), des 

weiteren Überprüfung der Lüftung sowie die Vermeidung hoher Belegdichte (Domingo 

and Segales, 1999), um durch über eine Stressreduktion die Morbidität zu senken 

(Madec et al., 2000). 

Obwohl es keinen Hinweis darauf gibt, dass eine bestimmte Rasse bevorzugt betroffen 

ist, wird eine genetische Prädisposition für die Entstehung des Krankheitsbildes 

angenommen (Darwich et al., 2004). Bei dem Aspekt der genetischen Prädisposition 

könnten folgende Faktoren eine Rolle spielen: Polymorphismen des „majorhisto-

kompatibility-complex“ (MHC-I und MHC-II), T-Zell-Rezeptoren oder Zytokin-Gene. Es 

ist bekannt, dass Polymorphismen von Genen des „majorhistokompatibility-complex“ 

die Empfänglichkeit von Menschen oder Tieren gegenüber bestimmten viralen 

Infektionen determinieren (Garcia-Briones, 2000; Moore, 2002; Konnai, 2003). 
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2.2 Nachweismethoden 

2.2.1 Antigennachweis 

2.2.1.1 Virusisolation 

 

Die Virusanzüchtung gelingt auf verschiedenen Schweinezelllinien. Da PCV 2 jedoch 

keinen zytopathogenen Effekt hervorruft, wird der Virusnachweis mittels anderer 

Techniken durchgeführt (Allan et al., 1998). 

 

 

2.2.1.2 Elektronenmikroskopie 

 

Nach Anzüchtung von PCV auf porzinen Nierenzellkulturen (PK-15) lassen sich neben 

einer großen Anzahl intrazytoplasmatischer Einschlüsse vereinzelt auch 

elektronendichte intranukleäre Einschlüsse von runder bis ovaler Form finden. Hierbei 

sind zwei Typen zu unterscheiden: Typ 1 verfügt über eher kleine Einschlüsse (0,1-0,5 

µm), die zum Teil 0-14 nm große lockere Aggregate von ikosaedralen Nukleocapsiden 

oder kaum geformte parakristalline Bereiche enthalten. Typ 2 hingegen besitzt größere 

(0,5-5 µm) und zahlreichere Einschlüsse, die von einer trilaminaren Membran umrandet 

sind, daneben eine größere Elektronendichte. Die Virionen formieren sich zu para-

kristallinen Bereichen, manchmal jedoch auch zu losen Aggregaten, woraus sich 

unterschiedliche Virionenaggregatmengen ergeben. Intranukleäre Einschlüsse sind 

generell nicht membrangebunden und oft mit kleinen Nukleoli und Aggregaten von 

Heterochromatin assoziiert (Stevenson et al., 1999). 
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2.2.1.3 In-situ-Hybridisierung (ISH) 

 

Mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung (ISH) ist es möglich, den Erreger im 

pathohistologischen Schnittpräparat direkt sichtbar zu machen. Hierzu verwendet man 

eine aus Nukleinsäuren bestehende Sonde, die zum einen komplementär zu der 

gesuchten Sequenz und zum anderen endmarkiert ist; nach Anlagerung der Sonde 

erfolgt eine unter dem Lichtmikroskop sichtbare Farbreaktion. Um diese Anlagerung zu 

ermöglichen, ist zunächst eine Proteolyse des Gewebes sowie eine Denaturierung der 

DNA erforderlich. Ein Vorteil dieser Methode besteht darin, dass ein direkter 

Zusammenhang zwischen dem Erreger und dem histopathologischen Bild hergestellt 

werden kann. 

Der Nachweis von PCV 2 mit Hilfe der ISH gelang in verschiedensten Geweben 

(Morozov et al., 1998; McNeilly et al., 1999; Rosell et al., 1999). 

 

 

2.2.1.4 Immunhistochemie (IHC) 

 

Bei der auf einer Antigen-Antikörperreaktion beruhenden immunhistochemischen 

Untersuchung wird das histologische Schnittpräparat mit einer PCV 2-spezifischen 

Antikörperlösung überschichtet. Dabei sind entweder diese im Normalfall von 

Kaninchen oder Mäusen stammenden Antikörper bereits markiert (direkte IHC) oder es 

erfolgt eine zweite Überschichtung mit markierten Antikörpern, die sich nun ihrerseits an 

die PCV 2-Antikörper binden (indirekte IHC). Das Vorhandensein von PCV 2 wird, wie 

bei der ISH, durch eine Farbreaktion sichtbar. Der Vorteil der IHC gegenüber der ISH 

liegt in den geringeren Kosten sowie dem geringeren Zeitaufwand (McNeilly et al., 

1999; Sorden et al., 1999). Darüber hinaus sind mit Hilfe beider 

Untersuchungsvarianten retrospektive Untersuchungen an formalinfixierten oder in 

Paraffin eingebetteten Präparaten möglich. 
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2.2.1.5 Fluoreszenz-Antikörper im Gefrierschnitt (FA) 

 

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Methoden an fixierten Schnittpräparaten  

erfolgt die Darstellung des PCV 2-Antigens hier in Gefrierschnitten. Bei Temperaturen 

zwischen -15 und -20°C wird ein ca. 5 µm dünner Schnitt des zu untersuchenden 

Gewebes mit Antikörpern überschichtet. Auch diese Methode ist als direkte oder 

indirekte Variante durchzuführen, wobwei bei der indirekten Variante noch ein 

Arbeitsschritt hinzukäme, bevor unter dem Mikroskop - die Anwesenheit von PCV 2 

vorausgesetzt - gefärbte Bereiche sichtbar werden (Allan et al., 1999). 

 

 

2.2.1.6 Polymerase-Chain-Reaction (PCR) 

 

Die momentan gängigste Methode zum Nachweis des PCV 2-Genoms ist die von Mullis 

und Mitarbeitern entwickelte PCR (Mullis et al., 1986): von  einer vorhandenen Sequenz 

(DNA oder RNA), an die sich ein Primerpaar komplementär bindet, werden möglichst 

viele Kopien hergestellt, die dann in einer nachfolgenden Elektrophorese beispielsweise 

mit Hilfe von Etidiumbromid sichtbar gemacht werden; mit spezifischen Primern kann so 

auch zwischen PCV 1 und PCV 2 unterschieden werden (Morozov et al., 1998; Ellis et 

al., 2000). Als Untersuchungsmaterial eignen sich sowohl Gewebe wie auch Serum 

(Morozov et al., 1998; McNeilly et al., 1999; Rosell et al., 1999; Olvera et al., 2004). Die 

Aussagekraft ist allerdings rein qualitativer Natur; die hohe Sensitivität dieser Methode 

sollte bei der Interpretation jedoch stets berücksichtigt werden, da PCV 2 auch bei 

gesunden Tieren nachgewiesen werden kann (Buffereau et al., 2001). 

Zur quantitativen Darstellung von PCV 2-Antigen wurde eine so genannte „Real-time-

PCR“ etabliert (Rovira et al., 2002; Olvera et al., 2004), die an Bedeutung gewinnen 

könnte, da die Antigenmenge in der Pathogenese eine wichtige Rolle zu spielen scheint 

(Olvera et al., 2004). 
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2.2.1.7 Antigen-ELISA 

Zur Detektion von PCV 2-Antigen (Ag) wurde ein Antigen-Enzyme-linked-

immunosorbent Assay (Ag-ELISA) entwickelt (McNeilly et al., 2001; McNeilly et al., 

2002), in dem zunächst PCV 2-spezifische Antikörper auf eine Platte und auf diese 

anschließend ein Gewebehomogenisat gegeben werden. Bei vorhandenem, sich an die 

Antikörper auf der Platte bindendem PCV 2, löst dieser Vorgang eine Enzymreaktion  

mit Änderung der optischen Durchlässigkeit aus, die dann gemessen und mit 

standardisierten Positiv- und Negativkontrollen verglichen wird. 

 

 

2.2.2 Antikörpernachweis 

2.2.2.1 Antikörper-ELISA 

 

Im Unterschied zum Antigen-ELISA sollen bei dieser Methode nicht PCV-Antigen 

sondern mit Hilfe einer an ein Enzymsystem gekoppelten Reaktion PCV-Antikörper 

nachgewiesen werden. Eine Variante des Ak-ELISA basiert auf dem Nachweis von 

Antikörpern, die sich gegen ein rekombiniertes Hauptkapsidprotein richten, das 

Bestandteil von ORF 2 ist (Nawagitgul et al., 2002). Diese Variante ermöglicht es, Tiere, 

die Kontakt zu PCV 2 gehabt und daraufhin Antikörper gebildet haben, zu identifizieren.  
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2.2.2.2 Indirekter-Immunfluoreszenz-Antikörpertest (IIFA) 

 

Im IIFA können über eine Verbindung der im Serum befindlichen Antikörpern mit auf 

einer Oberfläche gebundenen Antigenen PCV 2-spezifische Antikörper nachgewiesen 

im werden. Bei diesem indirekten Test wird noch ein zusätzlicher Arbeitsschritt, bei dem 

fluoreszinmarkierte, unter dem Mikroskop zu identifizierende Antikörper, die sich gegen 

die PCV 2-Antikörper richten, auf die Platte aufgebracht werden, erforderlich.  Durch die 

Anfertigung einer Verdünnungsreihe des zu untersuchenden Serums ist eine 

Titerbestimmung möglich (Allan et al., 1998). 
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3 Material und Methoden 

3.1 Probenmaterial 

 

Für die Untersuchung standen Milzproben von 238 Wildschweinen aus 10 hessischen 

und rheinland-pfälzischen Revieren aus den Regionen rheinischer Westerwald (Reviere 

1 bis 4), nordwestlicher Hunsrück (Revier 5 und 6), Rheingau (Revier 7) und Odenwald 

(Reviere 8 bis 10) zur Verfügung. (Abbildung 11).  

Die Anzahl der untersuchten Proben aus den einzelnen Revieren ist Tabelle 3 zu 

entnehmen. 

Die Reviere waren durchschnittlich 63,5 km voneinander entfernt (7,4 bis 140 km), in 

Ost-West-Richtung zwischen 2 bis 106 km, in Nord-Süd-Richtung 2 bis 93,5 km. 

Anhand ihrer geographischen Nähe wurden die Reviere zu Regionen zusammen-

gefasst (Tabelle 3). Das Revier 4, bei dem es sich um ein Wildgatter handelte, wurde 

stets getrennt von den übrigen Revieren betrachtet. 
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Tabelle 3: Herkunft der beprobten Wildschweine im Überblick 

 

Land Region Region Revier Tiere Datum 

1 26 24.11.03 

22.11.03 2 44 

13.12.03 

R1 

3 40 20.11.03 

Rheinischer Westerwald

Gatter 4 39 10.12.03 

5 41 25.11.03 Nordwestlicher 
Hunsrück 

R2 

6 14 18.11.03 

Rheinland-
Pfalz 

Rheingau R3 7 14 09.11.03 

8 1 

9 12 

Hessen Odenwald R4 

10 7 

Januar 

bis März 

04 

 Summe   238  



43 

3.1.1 Entnahme und Konservierung 

 

Alle Wildschweine wurden bis auf die in Revier 4 im Gatter geschossenen Tiere bei 

Treibjagden erlegt und direkt vor Ort  bzw. in Rheinland-Pfalz in der Zeit von November 

bis Dezember 2003 an zentralen, im Rahmen von § 14a der Schweinepestverordnung 

eingerichteten Stellen, aufgebrochen. Die Wildschweine wurden gekennzeichnet, ihr 

Zahnalter bestimmt und das Körpergewicht geschätzt, die danach entnommenen 

Milzproben wurden auf Eis transportiert und bis zur Verarbeitung bei −20°C gelagert.  

 

 

3.1.2 Zahnaltersschätzung 

 

Die Altersschätzung der erlegten Tiere orientierte sich am Zahnwechsel; eine 

monatsgenaue Altersschätzung ist trotz individueller Unterschiede und einer großen 

Variationsbreite in Bezug auf den Wechsel einzelner Zähne mit Hilfe des in Tabelle 4  

aufgeführten Schemas möglich (Stubbe, 2001).  
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Tabelle 4: Zahnaltersschätzung nach Stubbe (2001) 

 

Alter in 
Monaten Beschreibung 

<1 I3 und c im Unterkiefer vorhanden 

1 P4 durch Zahnfleisch durchgebrochen 

2 I1 voll entwickelt 

3 P3 voll entwickelt 

4 I2 voll entwickelt 

5,5 
M1 voll entwickelt (für Alter 6 Monate keine sichere  

Differenzierung möglich, daher Mittel von 5,5 Monaten) 

7 C oder i3 wackelt 

8 I3 ausgefallen 

9 C ausgefallen 

10 I3 voll entwickelt oder M2 im Zahnfleisch ertastbar 

11 M2 durch Zahnfleisch durchgebrochen 

12 keine sichere Differenzierung möglich 

13 I1 wackelt 

14 I1 ausgefallen 

15 I1 voll entwickelt oder P2-4 ausgefallen 

16 P4 hat mindestens die halbe Höhe des M1 erreicht  

17,5 
P2-4 voll entwickelt (für Alter 18 Monate keine sichere  

Differenzierung möglich,  daher Mittel von 17,5 Monaten) 

19 I2 wackelt 

20 I2 ausgefallen 

22,5 
I2 voll entwickelt (für das Alter von 21-24 Monaten ist das Wachstum 
des M3 für eine Differenzierung ungeeignet, daher ein Mittel von 22,5 
Monaten) 

25 und älter M3 voll entwickelt 

 

Großbuchstaben = Dauerzähne / Kleinbuchstaben = Milchzähne 
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3.1.3 Gewichtsschätzung 

 

Das Gewicht der einzelnen Tiere wurde von den Jägern geschätzt. 

 

 

3.1.4 Geschlechtsbestimmung 

 

Bei 191 der 238 erlegten Wildschweinen wurde das Geschlecht bestimmt; 84 Schweine 

waren männlichen, 107 weiblichen Geschlechts. 
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3.2 Bearbeitung des Probenmaterials 

3.2.1 DNA-Isolation aus Milzgewebe 

 

DNA wurde aus Milzgewebe mit Hilfe des PUREGENE® Genomic DNA Purification Kit 

(Gentra Systems, Minnesota, USA) isoliert. Nach Antauen des tiefgefrorenen 

Probenmaterials für etwa 10-15 Minuten bei Raumtemperatur wurden aus dem Kern 

jeweils 10 bis 20 mg für die DNA-Isolierung entnommen. Die mit einem Skalpell 

zerkleinerte Probe wurde in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß mit 300 µl Lysis-Puffer und 

1,5 µl Proteinase K vermischt und zur Auflösung von Gewebe und Zellen unter einer 

Bühler-Wärmehaube (Bühler Inkubierhaube TH15 mit Bühler Schüttler KS15, Edmund 

Bühler Labortechnik, Hechingen) bei 50°C unter Schütteln über Nacht inkubiert. Zur 

Präzipitation der Proteinbestandteile wurde die Probe anschließend 10 Minuten auf Eis 

gekühlt und mit 100 µl Proteinprecipitation Solution vermischt, danach das Präzipitat  

bei 13.000 UPM ca. 3 Minuten abzentrifugiert (Heraeus Biofuge fresco, Kendro 

Laboratory Products GmbH, Hanau). Aus dem Probenüberstand wurde in einem 

frischen 1,5 ml Eppendorfgefäß unter Zugabe von 300 µl 100%igen Isopropanols (Roth, 

Karlsruhe) die gelöste DNA präzipitiert und bei 13.000 UPM 1 Minute pelletiert, das 

DNA-Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol (Roth, Karlsruhe) gewaschen und letzte 

Ethanolreste durch 15-minütige Verdunstung entfernt. Die so gewonnene DNA wurde in 

50 µl DNA Hydration Solution bei 50 °C gelöst, photometrisch auf Quantität und Qualität 

geprüft (Ultrospec 1100 pro, Amersham Biosciences, Freiburg) und zur Aufbewahrung 

bei –20°C eingelagert. 
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3.2.2 PCR  

 

Eine optimale Spezifität sollte durch Ausführung der PCR nach dem Hotstart-Prinzip 

erreicht werden: der PCR-Reaktionsansatz wurde aus einem vorbereiteten Premix, den 

entsprechenden Primern (Endkonzentration 5 µmolar) und 200 ng der Template-DNA, 

die mit Wasser zu 3 µl ergänzt wurden, zu einem Gesamtvolumen von 25 µl je Ansatz 

auf Eis zusammengemischt. Die Amplifikation erfolgte in einem T-Gradienten-Cycler 

(Whatman Biometra, Göttingen) über 35 Zyklen (Tab. 9); die fertigen Amplifikate 

wurden bei −20°C gelagert. 

Die Zusammensetzung des Premix zeigt Tabelle 5. 

 

Tabelle 5: Zusammensetzung des für die PCR verwendeten Premix 

 

Substanz (Ausgangskonzentration) Menge [µl] 

Ampli Taq Gold Hot Start Polymerase (5 U/µl) 0,125 

10 x GOLD Puffer 2,5 

dNTP-Mix (10 mM) 2,0 

MgCl (25 mM) 2,0 

Primermix (5,0 µM Endkonzentration pro Primer) 2,5 

Wasser 12,875 

Gesamtvolumen (ohne DNA) 22,0 



48 

Als Primer zur Amplifikation von PCV-, PCV 1- und PCV 2-Nukleotidabschnitten dienten 

die in den Tabellen 6 bis 8 dargestellten Paare, deren Sequenz in 5´-3´-Richtung 

angegeben wird. Die vermerkten Positionen der einzelnen Primer beziehen sich auf die 

Nummerierung der in der Datenbank unter der Nummer AY094619 abgelegten PCV 2-

Sequenz (Abbildung 2). Primer, deren Sequenz dem Kodon entspricht, werden als 

forward (fwd), die, deren Sequenz dem Antikodon entspricht, als reverse (rev) 

bezeichnet.  

 

Tabelle 6: Primerpaar zur Amplifikation eines PCV-spezifischen Nukleotidfragments, 
unabhängig von der PCV-Spezies 

 

Name 5´-3´-Sequenz Ausrichtung und 
Position  

Porcirc 1* 5´-GCT GAA CTT TTG AAA GTG AGC-3´ 501 – 521, fwd 

Porcirc 2* 5´-CAC ACA GTC TCA GTA GAT CAT CC-3´ 719 – 741, rev 

*Nach Willems (nicht publiziert); das Amplifikat hat eine Länge von 243 bp. 

 

 

Tabelle 7: Primerpaar zur Amplifikation eines PCV 2-spezifischen Nukleotidfragments 

 

Name 5´-3´-Sequenz Ausrichtung und 
Position  

PCV2 IS* 5´-TAG GTT AGG GCT GTG GCC TT -3´ 1322 – 1341, fwd 

PCV2 IAS* 5´-CCG CAC CTT CGG ATA TAC TG -3´ 1566 – 1585, rev 

*Nach Larochelle et al. (Larochelle et al., 2000b); das Amplifikat hat eine Länge von 264 

bp. 
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Tabelle 8: Primerpaar zur Amplifikation eines PCV 1-spezifischen Nukleotidfragments 

 

Name 5´-3´-Sequenz Ausrichtung und 
Position  

PCV 1 S* 5´-AGG GGT CAT AGG CCA AGT TG -3´ 1321 – 1340, fwd 

PCV 1 AS* 5´-CCT TCA GAA ACC GTT ACA GAT GG -3´ 1628 – 1650, rev 

*nach Willems (nicht publiziert); das Amplifikat hat eine Länge von 327 bp. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Lokalisation der Primer zur Amplifikation von PCV-, PCV 1- und PCV 2-
Fragmenten, relativ zum PCV-Genom (PCV 1 (Access.-No.: AY184287) und PCV 2 
(Access.-No.: AY094619)). 
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Tabelle 9: PCR-Bedingungen und Zyklenzahl 

 

Schritt Temperatur [°C] Zeit  Funktion Anzahl 

1 95 10 Min Denaturierung und 

Aktivierung der Taq-

Polymerase 

1 x  

2 94 30 Sek. Denaturierung 

3 61/59* 30 Sek. Annealing 

4 72 90 Sek. Extension 

 

33 x 

5 72 10 Min Final Extension 1 x  

*Die Annealingtemperaturen für die PCV-, PCV 1- bzw. PCV 2-PCR betrugen 59°C, 

61°C bzw. 59°C. 

 

 

3.2.3 Gelelektrophorese 

 

Die PCR-Amplifikate wurden in 1,5%igen Agarosegelen (Agarose NEEO [Roth, 

Karlsruhe]) in TBE-Puffer bei 100 V über 60 Minuten aufgetrennt (Horizon 58-

Gelkammer, Life Technologies, Gibco BRL Invitrogen, Karlsruhe). Die Geltaschen 

wurden jeweils mit 2,5 µl des PCR-Amplifikats, gemischt mit 0,5 µl Probenpuffer (6x 

Loading Dye Solution, MBI Fermentas, St. Leon-Roth) geladen. Als externer 

Größenstandard diente eine equimolare 100 bp-Leiter (Roth, Karlsruhe). Die Gele 

wurden nach Beendigung des Laufs für 5 Minuten im Ethidiumbromid-Bad gefärbt.  
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3.2.4 Photodokumentation 

 

Die angefärbten und mit UV-Licht (365 nm) angeregten DNA-Banden wurden digital 

aufgenommen (Canon G2 Power-Shot, Canon Inc., Tokio, Japan), analysiert und 

archiviert (BioDoc Analyze, Whatman Biometra, Göttingen). 

 

 

3.2.5 Klonierung und Sequenzierung 

 

3.2.5.1 PCR 

Die für die Prävalenzuntersuchung verwendeten Primer wurden im Rahmen dieser 

Untersuchung nicht eingesetzt, da sich innerhalb der 200 bis 300 bp langen Amplifikate 

nicht hinreichend viele Variationen in den bei Hausschweinen bekannten PCV 2-

Sequenzen zeigten. Ziel der Untersuchung war es jedoch Variationen aufzuzeigen, 

weshalb eine Region im Genom gewählt wurde, die bei den beim Hausschwein 

bekannten Isolaten hochvariabel ist. Die Sequenzen der verwendeten Primer wie auch 

ihre Referenz sind in Tabelle 11 angegeben, ihre Lage im zirkulären Genom in 

Abbildung 3 dargestellt; die Angabe der Position bezieht sich wie in Abschnitt 3.2.2 auf 

die Nummerierung der Nukleotide im PCV-Genom. 

Unter den bereits beschriebenen Voraussetzungen wurde der PCR-Ansatz vorbereitet 

(Tabelle 10) und unter veränderten Bedingungen (Tabelle 12) die Amplifikation 

durchgeführt. Die DNA (200 ng) wurde durch Wasserzugabe auf 3,25 µl aufgefüllt und 

zu dem Premix gemischt, so dass der Ansatz ein Gesamtvolumen von 25 µl hatte. Die 

Ausgangsmenge der DNA lag unterschiedlich konzentriert vor, so dass unterschiedliche 

Volumina nötig waren, die zur Erreichung einer equivalenten Ausgangsmenge mit H2O 

bidest auf 3,25 µl aufgefüllt wurden. 
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Tabelle 10: Zusammensetzung des für die PCR verwendeten Premix 

 

Substanz (Ausgangskonzentration) Menge [µl] 

10 x GOLD Puffer 2,5 

dNTP-Mix (10 mM) 0,25 

Primer Porcirc 1 (20 pmol) 1,25 

Primer PCV IAS (20 pmol) 1,25 

Wasser 16,5 

Gesamtvolumen (ohne DNA) 21,75 

 

 

 

Tabelle 11: Primerpaar zur Amplifikation des zur Sequenzierung ausgewählten PCV -
spezifischen Nukleotidfragments 
 

Name 5´-3´-Sequenz Ausrichtung und 
Position 

Porcirc 1 5´-GCT GAA CTT TTG AAA GTG AGC-3´ 501 – 521, fwd 

PCV 2IAS* 5´-CCG CAC CTT CGG ATA TAC TG-3´ 1628 – 1650, rev 

* nach Larochelle et al. (Larochelle et al., 2000a); das Amplifikat hat eine Länge von 

1085 bp. 
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Abbildung 3 Darstellung des Amplifikats aus den Primern Porcirc1 und PCV IAS am 
PCV-Genom. Es umfasst 1085 Nukleotide des ringförmigen Genoms. 

 

 

Tabelle 12: PCR-Bedingungen und Zyklenzahl 

 

Schritt Temperatur [°C] Zeit  Funktion Anzahl 

1 95 5 Min Denaturierung 1 x  

2 95 30 Sek. Denaturierung 

3 62 30 Sek. Annealing 

4 72 60 Sek. Extension 

 

33 x  

5 72 7 Min Final Extension 1 x 

 

Nach Beendigung der Zyklen erfolgte eine Lagerung der Probengefäße bei −20°C. 

Die Amplifikate wurden mittels Gelelektrophorese nachgewiesen.  
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3.2.5.2 Aufreinigung der PCR-Produkte 

Für die Klonierung wurden die PCR-Produkte mittels QIAquick® PCR Purification Kit 

(Fa. Qiagen, Hilden) aufbereitet, wobei DNA-Stränge von 100 nt bis 10000 nt von 

Primern, Salzen, Nukleotiden und Polymerasen gereinigt werden. 

Das PCR-Produkt wurde zusammen mit der fünffachen Menge Puffer PB auf die 

QIAGEN-Säule pipettiert und für 1 Min bei 13000 U/Min zentrifugiert. Nach Verwerfen 

des Zentrifugats erfolgte eine zweimalige Waschung der auf der Säule gebundenen 

DNA mittels 0,75 ml Puffer PE, zum Trocknen dann nochmals eine einminütige 

Zentrifugation bei 13000 U/Min und die Eluation der gebundenen DNA in 30 µl Puffer 

EB; abschließend wurde die gereinigte DNA bei −20°C gelagert. 
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3.2.5.3 Klonierung der PCR-Produkte 

Für die zum Teil nach Klonierung erfolgte Sequenzierung der PCR-Produkte wurde das 

Amplifikat zunächst mit einem geeigneten Plasmid ligiert und anschließend die 

rekombinierte DNA durch Transformation in kompetenten Bakterien vermehrt. Die 

Klonierung selbst wurde mittels QIAGEN PCR Cloningplus Kit (Fa. Qiagen, Hilden), das 

sowohl Plasmid als auch kompetente Zellen enthält, durchgeführt. 

An dieser Stelle möchte ich mich bei Herrn Prof Dr. H.-J. Thiel und Herrn PD Dr. P. 

Becher und deren Mitarbeiter bedanken, mit deren freundlicher Genehmigung und 

Unterstützung ich die Klonierung, die Ligation und die Plasmidpräparation in den S1-

Labors der Veterinärmedizinischen Virologie der Justus-Liebig-Universität Gießen 

durchführen durfte.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Darstellung des verwendeten Vektors der Fa. Qiagen (aus 
Produktbeilage QIAGEN PCR Cloningplus Kit). 
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3.2.5.4 Ligation 

Das Cloningplus Kit macht sich zunutze, dass non-proofreading Taq-Polymerasen, wie 

das verwendete Amersham-Enzym, an den PCR-Produkten einen Adenosin-Überhang 

produzieren. Der in dem Kit enthaltene pDrive Cloning Vektor liegt in einer linearen 

Form mit einem Uracil-Überhang an beiden Seiten vor und zeigt durch die entstehende 

A-U-Bindung eine hohe Spezifität zu solchen PCR-Produkten. Durch die hinzugefügte 

Ligase erfolgt der Einbau des PCR-Produktes in das lineare Plasmid. 

 

 

Tabelle 13: Zusammensetzung des für die Ligation verwendeten Ansatzes 

 

Substanz (Ausgangskonzentration) Menge [µl] 

pDrive Cloning Vektor (50ng/µl) 1 

PCR-Produkt 4 

2-fach Ligations-Mastermix 5 

Gesamtvolumen 10 

 

Aus der Konzentrationsberechnung des Bandenmusters auf einem Agarosegel im 

Vergleich zu dem nicht-equimolaren Längenstandard GeneRulerTM 50 bp Ladder (Fa. 

Fermentas, St. Leon-Rot) sowie der erforderlichen einzusetzenden Menge von 65 bis 

130 ng eines 1000 bp langen PCR-Produktes, wurde - entsprechend der Empfehlung 

des Herstellers - die Menge des einzusetzenden PCR-Produktes berechnet. 

 

Die Ligation erfolgte über die Dauer von 3 Stunden bei 14°C. 
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3.2.5.5 Transformation und Anzucht der transformierten Bakterien 

Unter Transformation versteht man den Einbau des präparierten Plasmids in 

kompetente Zellen, in diesem Fall die QIAGEN EZ competent Cells (Fa. Qiagen, 

Hilden). 

Gemäß der Empfehlung des Herstellers wurden 2 µl der Ligationsreaktion zu den 

aufgetauten QIAGEN EZ competent cells pippetiert, diese vorsichtig miteinander 

vermischt und fünf Minuten auf Eis inkubiert. Im Heizblock (Fa. Eppendorf, Hamburg) 

wurde das Gemisch 90 Sekunden lang auf 42°C erhitzt und anschließend sofort wieder 

zwei Minuten auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 250 µl des auf Raumtemperatur 

erwärmten im Kit enthaltenen SOC-Mediums wurde die Bakteriensuspension direkt auf 

den vorher präparierten Agarplatten (Fa. DIFCO, Kansas City, USA) ausgestrichen. Die 

Inkubation erfolgte über Nacht im Brutschrank (Fa. Memmert, Schwabach) bei 37°C. 

Zuvor waren die Ampicillin (Fa. Fluca Chemical Co., Buchs, Schweiz) enthaltenden 

Agarplatten (Fa. DIFCO, Kansas City, USA) präpariert worden, indem sie mit 40 µl X-

GAL (Fa. Sigma, Taufkirchen) und 10 µl IPTG (Fa. Sigma, Taufkirchen) bestrichen und 

dann im Brutschrank (Fa. Memmert, Schwabach) auf 37°C vorgewärmt wurden.  

Durch Einsatz des Plasmids pDrive (Fa. Qiagen, Hilden) sowie des mit X-Gal und IPTG 

bestrichenen Nährbodens war nach einer ersten Inkubation über Nacht und einer 

zweiten Inkubation im Kühlschrank bei 4° bis 8°C über zwei Stunden eine Blau/Weiß-

Selektion der gewachsenen Kolonien möglich. Diese Selektion ermöglicht bereits auf 

dem Agar eine Darstellung, bei welchen Kolonien die Ligation erfolgreich war (blau). 

Einige dieser Kolonien wurden mittels Pipettenspitze gepickt und in 4 ml LB-

Flüssigmedium gegeben; die Kultivierung erfolgte über Nacht bei 185 rpm und 37°C auf 

einem Schüttelinkubator (Fa. Infors AG, Bottmingen, Schweiz). 
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3.2.5.6 Plasmidpräparation 

Zur Palsmidpräparation wurde die so genannte Minipräparation (bis 10 µg DNA) 

durchgeführt, deren Vorteile gegenüber der Midipräparation (bis 100 µg DNA) sowohl in 

der Auswahl als auch in der Vermehrung von vielen verschiedenen Klonen und der 

entsprechenden DNA-Stücke auf relativ einfache Art und Weise liegen; nachteilig sind 

dagegen die relativ geringe DNA-Menge sowie deren geringere Reinheit. 

Die Präparation erfolgte durch alkalische Lyse (Sambrook et al., 1989): ein Teil des 

inkubierten Flüssigmediums (3,6 ml) wurde in Eppendorf-Reaktionsgefäßen bei ca. 

4000 U/Min 15 Min abzentrifugiert und das Sediment in 200 µl der Lösung P1/RNase 

resuspendiert. Danach wurden 200 µl der Lösung P2 zugegeben, der Ansatz vorsichtig 

gemischt und für die Dauer von 10 Min bei 4°C auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 200 

µl der Lösung P3, der Mischung der Suspension und einer 30-minütigen Zentrifugation 

bei 13000 U/Min und 4°C wurde der Überstand vorsichtig in ein frisches Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt. Die Präzipitation der DNA erfolgte mit 400 µl Isopropanol und 

nach Zentrifugation bei 13000 U/Min wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die 

luftgetrocknete DNA wurde schließlich in 50 µl H2Obidest (Fa. Roth) resuspendiert und 

bei −20°C eingelagert. 

 

 

3.2.5.7 Screening der Klone mittels PCR 

Zur Überprüfung der Ligation des gewünschten PCR-Amplifikats wurde eine PCR der 

durch die Plasmidpräparation gewonnenen DNA durchgeführt. Nach Zugabe der DNA 

ergab sich wiederum ein Gesamtvolumen von 25 µl (siehe oben). 
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Tabelle 14: Zusammensetzung des für die PCR verwendeten Premix 

 

Substanz (Ausgangskonzentration) Menge [µl] 

10 x Amersham Taq Puffer 2,5 

dNTP-Mix (25 mM) 0,25 

Primer M 13 fwd (20pmol) 1,25 

Primer M 13 rvs (20 pmol) 1,25 

Wasser 16,5 

Gesamtvolumen (ohne DNA) 21,75 

 

 

 

Tabelle 15: Primerpaar zur Amplifikation des klonierten Nukleotidfragments 

 

Name 5´-3´-Sequenz Ausrichtung und 
Position  

M 13 fwd 5´-ACG ACG TTG TAA AAC GAC GGC CAG-3´ Fwd 

M 13 rvs 5´-TTC ACA CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3´ Rev 

Das Fragment hat eine Länge von 1323 bp. 
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Tabelle 16: PCR-Bedingungen und Zyklenzahl 

 

Schritt Temperatur [°C] Zeit  Funktion Anzahl 

1 95 5 Min Denaturierung 1 x  

2 95 30 Sek. Denaturierung 

3 52 30 Sek. Annealing 

4 72 60 Sek. Extension 

 

25 x  

5 72 7 Min Final Extension 1 x 

 

Die nachfolgenden Schritte entsprechen den unter 3.2.3 beschriebenen. 

 

 

3.2.5.8 Sequenzierung 

Vorgabe für die Bestimmung der Basensequenz der Plasmid-DNA war die Dideoxy-

Chain-Termination-Methode (Sambrook, 1989) mit dem CycleReader™ Auto DNA 

Sequencing Kit (Fermentas, St.-Leon-Rot), die auf dem Einsatz von Dideoxynukleotiden 

(ddNTP`s) anstelle von Deoxynukleotiden (dNTP´s) beruht.  

Für jedes Dideoxynukleotid (A, C, T, G) wurde ein Premix mit je drei unveränderten 

Deoxynukleotiden vorbereitet (Tabelle 17) und stets mehrere Klone eines Nukleotid-

fragments segmentiert, um Polymerasefehler auszuschließen.  
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Tabelle 17: Zusammensetzung des für die PCR verwendeten Premix 

 

Substanz (Ausgangskonzentration) Menge [µl] 

Sequencing Buffer 2,5 

5´-IR800 gelabelter Primer (2 pmol) 1 

Reader™ Taq DNA polymerase 1 

Plasmid-DNA 1-12,5 

Wasser 0-3 

Gesamtvolumen (ohne DNA) 17 

 

Entgegen der Empfehlung des Herstellers wurden für die Sequenzierungsreaktion 4 µg 

Plasmid-DNA eingesetzt und durch die Zugabe von Wasser auf 3 µl aufgefüllt, so dass 

sich mit dem Premix ein Gesamtvolumen von 20 µl ergab. 

 

 

Tabelle 18: PCR-Bedingungen und Zyklenzahl 

 

Schritt Temperatur [°C] Zeit  Funktion Anzahl 

1 94 3 Min Denaturierung 1 x  

2 94 30 Sek. Denaturierung 

3 52/59* 30 Sek. Annealing 

4 72 60 Sek. Extension 

 

25 x  

Die Annealingtemperaturen für die Sequenzierung betrugen für die Primer M13 fwd/rvs 

bzw. für Procirc 1 52°C bzw. 59°C. 
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Tabelle 19: Zur Sequenzierung verwendete IR800-gelabelte Primer 

 

Name  5´-3´-Sequenz Ausrichtung und 
Position 

M13 fwd 5´-ACG ACG TTG TAA AAC GAC GGC CAG-3´ Fwd 

M13 rvs 5´-TTC ACA CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3´ Rev 

Porcirc 1 5´-GCT GAA CTT TTG AAA GTG AGC-3´ 501 – 521, fwd 

 

Nach Beendigung der PCR lagerten die Proben auf Eis. Zu jeder Reaktion wurden 3 µl 

Stop-Solution (Fa. Fermentas, St. Leon-Roth) gegeben, diese kurz abzentrifugiert und  

3 Min. bei 72°C im Wasserbad denaturiert; bis zur Gelelektrophorese lagerten die 

Proben wiederum auf Eis.  

 

 

 

3.2.5.9 Elektrophorese in denaturierendem Harnstoff-Polyacrylamid-Gel 

Zur Herstellung des Gels wurden „Spacer“ (Dicke 0,25 mm, Fa. LI-COR, Bad Nauheim) 

zwischen die Glasplatten (41 cm Länge, Fa. LI-COR) gelegt, die Platten in dafür 

vorgesehene Schienen eingespannt und leicht schräg gestellt, so dass ein horizontales 

Gießen des Gels möglich war. Zu der Acrylamidlösung (siehe Anhang) wurden 400 µl 

10%iges Ammoniumpersulfat (APS) und 40 µl TEMED gegeben und dieses Gemisch 

zwischen die Glasplatten pipettiert, mindestens 2 Stunden erfolgte die Polymerisation in 

waagrechter Position.  

Der Vorlauf wurde nach Einbau der Platten in den Sequenzer LI-COR 4200 (LI-COR) 

und Zugabe von 1000 ml TBE Puffer unter folgenden Bedingungen gestartet: 



63 

Tabelle 20: Vorlaufbedingungen für Polyacrylamidgel 

 

Vorlaufbedingungen (41 cm 6 %iges Polyacrylamidgel, 0,25 mm) 

Spannung 1500 V 

Stromstärke 31,5 mA 

Leistung 50 W 

Temperatur 50°C 

Dauer 30 Min. 

 

Nach Beladen der Geltaschen (1,3 µl je Tasche) wurde der Lauf 11 Stunden unter 

denselben Bedingungen fortgesetzt.  

Die Analyse und Archivierung erfolgte mit der Software „eSEQ“ Version 2.0 der Firma 

LI-COR. 
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3.2.5.10 Komplettsequenzierung 

Für die Sequenzierung des kompletten PCV 2-Genoms der Probe #214 wurden weitere  

Primer (Tabelle 21) verwendet und miteinander kombiniert (Tabelle 22), um durch die 

Sequenzierung die Nukleotide des gesamten restlichen PCV-Genoms analysieren zu 

können.  

 

Tabelle 21: Primer für die Komplettsequenzierung 

 

Name 5´-3´-Sequenz Ausrichtung und 
Position 

F1* 5´-ACC AGC GCA CTT CGG CAG -3´ 1 – 18, fwd 

Porcirc 3** 5´-GTA TGT GGT TTC CGG GTC -3´ 615 – 632, rev 

PCV2 IS 5´-TAG GTT AGG GCT GTG GCC TT -3´ 1322 – 1341, fwd 

1768R* 5´-AAT ACT TAC AGC GCA CTT CTT TCG -3´ 1744 – 1767, rev 

433R* 5´-TCC AGC AAG GTA CTC A -3´ 418 – 433, rev 

1696F* 5´-GGT GTC TTC GTC TTC GGT AAC G -3´ 1695 – 1716, rev 

*nach Kim & Lyoo (Kim and Lyoo, 2002); ** nach Willems (nicht publiziert) 
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Abbildung 5: Darstellung der Primerlokalisation am zirkulären PCV-Genom. Der 
klonierte Bereich ist grau dargestellt (in der Abbildung als Amplifikat bezeichnet); er liegt 
zwischen den Primern PCV2 IAS und Porcirc 1. Um den restlichen Bereich lückenlos zu 
analysieren, wurde ebenfalls aus dem Amplifikat heraus sequenziert (Primer Porcirc 3 
und PCV2 IS). 

 

 

Tabelle 22: Primerkombinationen für die Komplettsequenzierung 

 

Primer 1 Primer 2 

F1 Porcirc 3 

PCV2 IS 1768R 

PCV2 IS 433R 

Der Primer 1696F kam als Sequenzierungsprimer zur Anwendung. 

Als Annealing-Temperatur wurde 59°C gewählt und entsprechend den oben 

aufgeführten Bedingungen mit der Ampli-Taq-Gold-Polymerase amplifiziert. 
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3.2.5.11 Sequenzierung der variablen Region 

Nach Literaturangaben und einem Vergleich der in der Datenbank vorhandenen Isolate 

stellte sich ein im ORF 2 gelegener Bereich als hoch variabel heraus, so dass er für die 

vergleichende Sequenzierung mehrerer Wildschwein-Isolate ausgewählt wurde. Für die 

Sequenzierung der variablen Region verschiedener Proben wurden die in Tabelle 23 

angegebenen Primerkombinationen verwendet.  

 

Tabelle 23: Primer zur Sequenzierung der variablen Region 

 

Name 5´-3´-Sequenz Ausrichtung und 
Position 

nPCRfwd* 5´-CAA CTG CTG TCC CAG CTG TAG -3´ 844 – 864, fwd 

PCV2 IAS* 5´-CCG CAC CTT CGG ATA TAC TG -3´ 1566 – 1585, rev 

*nach Larochelle et al. (2000a); das Amplifikat hatte eine Länge von 742 bp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Lage des amplifizierten, einen Teil der variablen Region enthaltenden 
Fragments, dargestellt am zirkulären Genom (Access.-No.: AY094619).  
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Nach Vorbereiten des Premix (Tabelle 24) und Zugabe der auf 3 µl aufgefüllten DNA 

(200ng) wurde die Amplifikation im Cycler gestartet (Tabelle 25). 

 

Tabelle 24: Zusammensetzung des für die PCR verwendeten Premix 

 

Substanz (Ausgangskonzentration) Menge [µl] 

Ampli Taq Gold Hot Start Polymerase (5 U/µl) 0,125 

10 x GOLD Puffer 2,5 

dNTP-Mix (10 mM) 2,0 

MgCl (25 mM) 2,0 

Primermix (5,0 µM Endkonzentration pro Primer) 2,5 

Wasser 12,875 

Gesamtvolumen (ohne DNA) 22,0 

 

Tabelle 25: PCR-Bedingungen und Zyklenzahl 

 

Schritt Temperatur [°C] Zeit  Funktion Anzahl 

1 95 10 Min Denaturierung und 

Aktivierung der Taq-

Polymerase 

1 x  

2 94 30 Sek. Denaturierung 

3 61 30 Sek. Annealing 

4 72 90 Sek. Extension 

 

33 x 

5 72 10 Min Final Extension 1 x  
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3.2.6 Auswertung 

 

Die Sequenzierung wurde mittels der Software „eSeq“ Version 2.0 (LICOR, Bad 

Nauheim) ausgewertet und eine Gegenüberstellung der Sequenzen mittels „ClustalX“ 

Version 1.81 durchgeführt. Zur Bestimmung der Sequenzidentität einzelner PCV2-

Proben wurden durch Bootstrap-Analysen Distanzmatrixen und aus diesen Matrixen die 

Dendrogramme mittels „TreeView“ Version 1.6.6 nach R. D. M. Page erstellt. Für die 

zirkuläre Darstellung des Genoms unter Einbeziehung der Primer, Fragmente oder 

Leserahmen wurde „Clonemanager for Windows“ Version 4.0 verwendet. 

Die Übersetzung der DNA in die Aminosäuresequenz wurde mit dem „Expasy 

Tanslation Tool“ durchgeführt (http://au.expasy.org/tools/dna.html).  

Das Proteinalignment wurde mit Hilfe von „ClustalW“ erstellt (http://www.ch.embnet. 

org/software/ClustalW.html). 

Die statistische Auswertung wurde mit dem „Statistical Package for Social Sciences“ 

(SPSS) Version 11.0 vorgenommen, Prävalenzunterschiede mit dem Chi2-Test und 

Verteilungsungleichgewichte zwischen PCV-Infektionsstatus, Alters- und Gewichts-

merkmalen mittels Kruskal-Wallis-Test auf Signifikanz überprüft. 

 

http://www/
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4 Ergebnisse 

4.1 Ergebnisse des PCR-Screenings 

4.1.1 Prävalenzen für PCV 1 und PCV 2 

 

Insgesamt wurden 238 Proben mittels PCR untersucht. Durch die Amplifikation der 

PCV 1-Nukleotidsequenz entstand eine charakteristische Bande von 327 Basenpaaren 

(bp), exemplarisch ist in Abbildung 7 ein PCV 1-spezifisches Bandenmuster dargestellt: 

auf Spur 2 und 4 finden sich auf PCV 1 positiv getestete Proben, auf Spur 3 eine 

negative Probe. 

Tabelle 26 listet detailliert die Ergebnisse des PCV 1-Screenings auf.  

 
 

PCV 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 7: Typisches Bandenmuster der PCV 1-PCR. Spur 1 Größenstandard (100-
Basenpaar-Leiter), Spur 2 Probe #7, Spur 3 Probe #208, Spur 4 Probe #26, Spur 5 
pos. Kontrolle, Spur 6 neg. Kontrolle, Spur 7 frei, Spur 8 Größenstandard (Angaben in 
Basenpaaren) 
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Die PCV 2- spezifische Bande mit einer Länge von 267 bp ist exemplarisch in 

Abbildung 8 dargestellt: auf Bahn 3 und 4 finden sich positive Proben. Eine detaillierte 

Darstellung dieser Ergebnisse erfolgt in Tabelle 26. 

PCV 2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Abbildung 8: Typisches Bandenmuster der PCV 2-PCR. Spur 1 neg. Kontrolle, Spur 2 
pos. Kontrolle, Spur 3 Probe #108, Spur 4 Probe #214, Spur 5 Größenstandard (100-
Basenpaar-Leiter, Angaben in Basenpaaren) 

 

Bei den durchgeführten Untersuchungen konnten 147 von 238 untersuchten Tieren  

(61,8 %) als Circovirus negativ eingestuft werden, 48 Tiere waren PCV 1-positiv (20,2 

%), 39 (16,4 %) enthielten PCV 2-Genom. Nur 4 (1,7 %) Wildschweine waren sowohl 

PCV 1- als auch PCV 2-positiv, so dass sich insgesamt 21,9 % der Tiere als PCV 1- 

und 18,1 % als PCV 2-positiv erwiesen.  

In den betreffenden Bundesländern konnten in Hessen 45 % und in Rheinland-Pfalz 

63,3 % der untersuchten Tiere als negativ eingestuft werden, das Vorkommen von PCV 

1 lag in Hessen mit 35 % etwas über dem in Rheinland-Pfalz (18,8 %), das von PCV 2 

hingegen mit jeweils etwa 20 % in beiden Bundesländern nahezu gleich (Abbildung 9). 

Insgesamt waren die Prävalenzen in Hessen und in Rheinland-Pfalz nicht signifikant 

verschieden. 
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Gesamt Rheinland-
Pfalz

Hessen

Prozentuale Verteilung in den Bundesländern
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PCV 1
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Abbildung 9: Darstellung der Untersuchungsergebnisse in Hessen und Rheinland-
Pfalz im Vergleich zum Gesamtergebnis. 

 

 

Der Anteil PCV-freier Tiere lag in den untersuchten Regionen zwischen 45 und 58,2 %,  

im Wildgatter (Revier 4) bei 94 %. Die Prävalenz für PCV 1 schwankte zwischen 17,3 

und 35,7 %, bei den Schweinen aus dem Gatter konnte kein PCV 1 Genom 

nachgewiesen werden. Die Prävalenz für Tiere, die nur mit PCV-2 infiziert waren, lag 

zwischen 5,1 % (Gatter) und 23,6 %. Signifikante Unterschiede zwischen der 

regionalen Prävalenz bezüglich PCV-1 konnte zwischen dem Gatter (Revier 4) und 

allen anderen Regionen sowie zwischen Region 1 und Region 2 nachgewiesen werden. 

Hinsichtlich PCV-2 unterschieden sich lediglich Region 1 und das Gatter signifikant 

voneinander. 

Der Anteil PCV-freier Wildschweine variierte in den untersuchten Revieren zwischen 25 

und 94 %. Die Prävalenz für PCV-1-positive Tiere lag zwischen 0 und 50 %, die für 

PCV-2-positive Tiere zwischen 5,1 und 29,6 %. DNA beider PCV-Typen konnte in 

Proben der Reviere 1, 5 und 6 nachgewiesen werden. Die Verteilung in den Regionen 

und den Revieren ist in Tabelle 26 dargestellt. 
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Tabelle 26: Prävalenzen für PCV 1, PCV 2 und PCV 1 plus PCV 2 im Gesamtmaterial, 
nach Bundesland, Region und Revier (p = Signifikanz). 

 

negativ PCV 1 PCV 2 PCV 1 + PCV 2 

 N % n % N % n % 

Gesamt 147 61,8 48 20,2 39 16,4 4 1,7 

Rheinland-Pfalz 138 63,3 41 18,8 35 16,1 4 1,8 

Hessen 9 45,0 7 35,0 4 20,0 0 0,0 La
nd

 

P  n.s.  n.s.  n.s.  n.s. 

R1 64 58,2 19 17,3 26 23,6 1 0,9 

R2 29 52,7 17 30,9 6 10,9 3 5,5 

R3 8 57,1 5 35,7 1 7,1 0 0,0 

R4 9 45,0 7 35,0 4 25,0 0 0,0 

R
eg

io
n 

P  n.s.  0.000  0.066  0.000 

1 14 53,8 4 15,4 7 26,9 1 3,8 

2 23 52,3 11 25,0 10 22,7 0 0,0 

3 27 67,5 4 10,0 9 22,5 0 0,0 

4 37 94,9 0 0,0 2 5,1 0 0,0 

5 18 43,9 17 41,5 5 12,2 1 2,4 

6 11 78,6 0 0,0 1 7,1 2 14,3 

7 8 57,1 5 35,7 1 7,1 0 0,0 

8 1 100,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 

9 3 25,0 6 50,0 3 25,0 0 0,0 

R
ev

ie
re

 

10 5 71,4 1 14,3 1 14,3 0 0,0 

 P  n.s.  0.000  n.s.  0.000 
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Der in dem umzäunten Revier 4 (Gatter) isoliert lebenden Wildschweinepopulation war 

ein direkter Kontakt zu in freier Wildbahn lebenden Wildschweinen nicht möglich, der 

Kontakt untereinander durch das eingeschränkte Raumangebot entsprechend höher; 

die Abweichungen in den PCV-Prävalenzen im Vergleich zu den übrigen Revieren 

waren deutlich (Abbildung 10).  
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Abbildung 10: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse in den einzelnen Revieren.  
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Abbildung 11: Schematische Karte der Revierlokalisation. Die Kreisdiagramme zeigen 
das Auftreten von PCV 1 und 2. 
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4.1.2 Zusammenhang zwischen PCV-Prävalenzen und Alter 

 

Nach den Ergebnissen der Zahnaltersbestimmung, die für insgesamt 185 Wildschweine 

vorliegen, waren die Tiere zwischen 3 und 25 Monate, durchschnittlich 10,43 Monate, 

alt; sie wurden anhand des Alters in vier Gruppen eingeteilt (Tabelle 27). 

 

Tabelle 27: Zusammenhang zwischen Zahnalter und PCV-Prävalenzen 

 

Alter 

[Monate] 

Tierzahl 

[n] 

negativ 

[%] 

PCV 1 

[%] 

PCV 2 

[%] 

PCV1 + 2 

[%] 

bis 5  38 44,7 31,6 23,7 0,0 

6 – 7    55 65,5 20,0 18,1 3,6 

8 - 12 36 61,1 16,7 19,4 2,8 

Über 12 56 78,6 14,3 7,1 0,0 

 

Das Diagramm (Abbildung 12) zeigt die Verteilung der einzelnen Altersgruppen; die 

Verschiebung innerhalb der untersuchten Gruppe zu jungen Tieren ist in den Abschuss-

richtlinien für Jäger begründet, wonach vornehmlich (etwa 75%) bis zwölf Monate alte 

Tiere zu erlegen sind.  
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prozentuale Altersverteilung

< 5 Monate
21%

6 Monate
30%7-12 Monate 

19%

>12 Monate
30%

 
 

Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der einzelnen Altersgruppen am gesamten 
Untersuchungsmaterial. 

 

Sowohl die PCV 1- als auch die PCV 2-Prävalenz war in der Gruppe der bis zu 5 

Monate alten Tiere am höchsten, sie wies somit die geringste Anzahl an PCV-freien 

Tieren auf. Bei den bis zu sechs Monate alten Tieren traten mehr als 60 % aller PCV-

Infektionen auf. Die Wahrscheinlichkeit für einen Nachweis von PCV 2-DNA sank mit 

zunehmendem Alter signifikant (Abbildung 13).  
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Abbildung 13:  Zusammenhang zwischen PCV-Infektion und Alter 
(Zahnaltersbestimmung) der Wildschweine (Kruskal-Wallis-Test, p=0,008) 
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4.1.3 Zusammenhang zwischen PCV-Prävalenzen und Geschlecht 

 

Eine Geschlechtsbestimmung wurde bei 144 der 238 untersuchten Tiere durchgeführt; 

der Zusammenhang zwischen dem Geschlecht der Tiere und der PCV 2-Infektion wird 

in Tabelle 28 verdeutlicht:   

 

Tabelle 28: Zusammenhang zwischen Geschlecht und PCV-Prävalenzen 

 

Geschlecht Tierzahl PCV neg 
PCV 1 
pos. 

PCV 2 
pos. PCV1 + 2 

männlich 63 58,7% 19,1% 26,9% 4,7% 

weiblich 81 66,7% 18,5% 14,8% 0 

 

Der Unterschied geschlechtsabhängiger Prävalenz ist statistisch nicht signifikant. 

 

 

4.1.4 Zusammenhang zwischen PCV-Prävalenzen und Körpergewicht 
 

Als Maß zur Beurteilung des körperlichen Entwicklungszustandes wurde für jedes Tier 

dessen theoretisches Soll-Gewicht aus der Regression zwischen Alter und 

Körpergewicht errechnet, dabei schwankten die geschätzten Körpergewichte zwischen 

3 und 100 kg mit einem Durchschnitt von 30,18 kg; die untersuchten Tiere wichen um 

0±10,22 kg vom theoretisches Soll-Gewicht ab. 

Die Abweichungen der einzelnen Werte vom Soll-Gewicht sind in Abbildung 14 

dargestellt. 
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Abbildung 14: Darstellung der Gewichte der untersuchten Tiere im Vergleich zum 
errechneten Sollgewicht (x-Achse). Auf der y-Achse ist die Gewichtsabweichung in kg 
aufgetragen. Die Mehrzahl der Einzelwerte liegt nahe der x-Achse.  

 

Ein Zusammenhang zwischen Körpergewicht und PCV 2-DNA - Nachweis in der Milz ist 

deutlich (Abbildung 15), es muß jedoch die enge Beziehung zwischen Alter und 

Körpergewicht berücksichtigt werden.  

Eine Abweichung vom errechneten Sollgewicht zwischen den PCV-positiven und –

negativen Tieren war im vorliegenden Untersuchungsmaterial nicht festzustellen 

(Abbildung 16).  
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Abbildung 15: Zusammenhang zwischen PCV-Infektion und Körpergewicht (Kruskal-
Wallis-Test, p=0,053). 
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen PCV-Infektion und Abweichung vom 
altersabhängigen "Sollgewicht" (Kruskal-Wallis-Test, p=0,962). 

 

 

 

3282998N =

PCV-Infektion

PCV 1+2PCV 2PCV 1negativ

Ab
w

ei
ch

un
g 

vo
m

 S
ol

lg
ew

ic
ht

 (k
g)

20

10

0

-10

-20
3282998N =

PCV-Infektion

PCV 1+2PCV 2PCV 1negativ

Ab
w

ei
ch

un
g 

vo
m

 S
ol

lg
ew

ic
ht

 (k
g)

20

10

0

-10

-20
3282998N =

PCV-Infektion

PCV 1+2PCV 2PCV 1negativ

Ab
w

ei
ch

un
g 

vo
m

 S
ol

lg
ew

ic
ht

 (k
g)

20

10

0

-10

-20



82 

4.2. Ergebnisse der PCV-Sequenzierung 

4.2.1 Sequenzierung eines kompletten PCV-Genoms 

4.2.1.1   Erstellen der Komplettsequenz 

 

Zur Erstellung einer kompletten PCV-Sequenz wurde zunächst ein Fragment der Länge 

1085 Nukleotide (nt) aus den Proben #108, #214 und #311 sequenziert. Da zu Beginn 

der Arbeit nicht absehbar war, ob und in welcher Lokalisation Variationen auftreten, 

wurde der zu klonierende Abschnitt so gewählt, dass Teile des ORF 1 und des ORF 2 

enthalten waren.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Lage des klonierten Fragments und der verwendeten Primer relativ zum 
ORF 1 und ORF 2; das Fragment hat eine Länge von 1085 nt. 
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Vor dem Schritt der Klonierung wurde eine Optimierung der PCR-Bedingungen geprüft 

und kontrolliert, ob die Amplifikation das erwünschte Ergebnis brachte: ein typisches 

Bandenmuster einer Kontrolle ist in Abbildung 22 Spur 8 abgebildet. Auch die 

Klonierung des 1085nt-Fragments wurde mittels PCR kontrolliert. Durch Verwendung 

eines M13- Standardprimers ergab sich durch die PCR ein längeres Fragment, da Teile 

des Plasmids in diesem Fragment enthalten sind. Die Amplifikatslänge entstand aus 

dem 1085 nt langen Fragment und den am 3´und 5´ anhängenden Sequenzen, die 

zwischen M13 (fwd und rvs)-Primer und Ligationsstelle liegen (Abbildung 4); somit liegt 

die Bande im Falle der Ligation des gewünschten Fragments bei 1323 nt.  

IAbbildung 18 zeigt die Kontroll-PCR der klonierten Fragmente. Von jeder Probe 

wurden sechs Klone angefertigt, die aus unterschiedlichen PCR´s stammten. Die 

erfolgreich klonierten Proben (Probe #108 5 Klone, Pobe #214 6 Klone, Probe #311 2 

Klone) wurden sequenziert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 18: Typisches Bandenmuster der Kontroll-PCR der Klonierung des 1085nt-
Fragments: Spur 1-6 Probe #108 Spur 7-12 Probe #214, Spur 13-18 Probe #311, 
Spur 19 + 20 Marker (bp) 
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Die Analyse wurde mittels „e-Seq“ Software (Version 2.0) durchgeführt; durch das 

Programm nicht eindeutig erkannte Nukleotide wurden anhand des Gelbildes manuell 

identifiziert. 

   A C G T 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Typisches Bild der Sequenzierungsreaktion (Ausschnitt). Die Spuren 

stellen von links nach rechts die Reaktionsansätze für die Basen A, C, G und T dar.
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   1        60 

311           GCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTGGAAGACGAATGTACAC 
108           GCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTGGAAGACGAATGTACAC 
214           GCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTGATTGGAAGACAAATGTACAC 
              ************************************************** ********* 
 
   61        120 
311           GTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGCAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCG 
108           GTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGCAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCG 
214           GTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGCAAAAGCAAATGGGCTGCTAATTTTGCAGACCCG 
              ************************************************************ 
 
   121        180 
311           GAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAA 
108           GAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAA 
214           GAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTTGGATGGTTACCATGGTGAAGAA 
              ************************************* ********************** 
 
   181        240 
311           GTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGATCTACTGAGACTCTGT 
108           GTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGATCTACTGAGACTCTGT 
214           GTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGATCTACTGAGACTCTGT 
              ************************************************************ 
 
   241        300 
311           GATCGATATCCTTTGACTGTTGAGACTAAAGGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGT 
108           GATCGATATCCTTTGACTGTTGAGACTAAAGGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGT 
214           GATCGATATCCTTTGACTGTTGAGACTAAAGGTGGAACTGTACCTTTTTTGGCCCGCAGT 
              ************************************************************ 
 
   301        360 
311           ATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAAGGGTACTCCTCAACTGCTGTCCCAGCT 
108           ATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTCAACTGCTGTCCCAGCT 
214           ATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTCAACTGCTGTCCCAGCT 
              ********************************* ************************** 
 
   361        420 
311           GTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGCTACAGAACAA 
108           GTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGCTACAGAACAA 
214           GTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAAGAATGCTACAGAACAA 
              ************************************************************ 
 
   421        480 
311           TCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATAT 
108           TCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGCCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATAT 
214           TCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATAT 
              ************************* ********************************** 
 
   481        540 
311           GAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTTACTTAGGGT 
108           GAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCACTTAGGGT 
214           GAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTTAGGGT 
              ************************************************** * ******* 
 
   541        600 
311           TAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATAT 
108           TAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATAT 
214           TAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATAT 
              ************************************************************ 
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   601        660 
311           TGTAGTCCTGGTCGTATTTACTGTTTTCGAGCGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACAT 
108           TGTAGTCCTGGTCGTATTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACAT 
214           TGTAGTCCTGGTCGTATTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACAT 
              ****************************** ***************************** 
 
   661        720 
311           TTGCAGAGGTTTGTAGTCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTTTTATTGGGTTGGAAGTAAT 
108           TTGCAGAGGTTTGTAGTCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAAT 
214           TTGCAGAGGTTTGTAGTCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAAT 
              **************************************** ******************* 
 
   721        780 
311           CGATTGTCCTATCAAGGACAGGTTTGGGGGTAAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCT 
108           CGATTGTCCTATCAAGGACAGGTTTGGGGGTGAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCT 
214           CGATTGTCCTATCAAGGACAGGTTTGGGGGTGAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCT 
              ******************************* **************************** 
 
   781        840 
311           GGGGGATTGTATGGCGGGCGGAGTAGTTAACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCT 
108           GGGGGATTGTATGGCGGGCGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCT 
214           GGGGGATTGTATGGCGGGCGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCT 
              **************************** ******************************* 
 
   841        900 
311           ATGTTAAAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAG 
108           TTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAG 
214           TTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAG 
              ***** ****************************************************** 
 
   901        960 
311           TGATTGGGGAGCAGGGCCAGAATTCAACCTTAACCTACCTTATTCTGTAGTATTAAAAGG 
108           TGATTGGGGAGCAGGGCCAGAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGG 
214           TGATTGGGGAGCAGGGCCAGAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGG 
              ************************************ ***************** ***** 
 
   961        1020 
311           GCACAGTGAGGGGGTTTGAGCCCCCCCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATCAAATCTCA 
108           GCACAGTGAGGGGGTTTGAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTAAATCTCA 
214           GCACAGTGAGGGGGTTTGAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTAAATCTCA 
              ************************* ************************* ******** 
 
   1021        1080 
311           TCATGTCTACAGCCCAGGAGGGTGTTGAGACTGTGGTAGCCTTGACAGTATATCCGAAGG 
108           TCATGTCCACCGCCCAGGAGGGTGTTGAGACTGTGGTAGCCTTGACAGTATATCCGAAGG 
214           TCATGTCCACCGCCCAGGAGGGTGTTGAGACTGTGGTAGCCTTGACAGTATATCCGAAGG 
              ******* ** ************************************************* 
 
   1081 1085 
311           TGCGG 
108           TGCGG 
214           TGCGG 
              ***** 
 
 

Abbildung 20: Alignment der 1085nt-Fragmente der Proben #311, #108 und #214 
(CLUSTAL W [1.74]) multiple sequence alignment). Die im Alignment ersichtlichen 
Unterschiede zwischen den einzelnen Proben sind zur besseren Übersicht schattiert 
dargestellt. 
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Die Proben #108 bzw. #311 unterscheiden sich von Probe #214 um 4 bzw. 17 

Nukleotide, dies entspricht einer Homologie von 99,6 %  bzw. 98,4 %. Probe #108 

stammt aus dem rheinischen Westerwald (Region 1), die Probe #214 aus dem 

nördlichen Hunsrück (Region 3): beide Regionen liegen ca. 60 km Luftlinie 

auseinander; Probe #311 stammt aus dem etwa 130 km entfernten südlichen Hessen 

(Odenwald).  

Probe #214 wurde für eine komplette Sequenzierung ausgewählt. Die für diese 

Untersuchung verwendeten Primer sind in Abbildung 21 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21: Lage der Primer für die Komplettsequenzierung. Die Ausrichtung ist 
durch Pfeile gekennzeichnet. 

 

Das PCV 2-Porcirc 1-Fragment wurde zunächst kloniert, die restliche Sequenz durch 

Kombination verschiedener Primer in Form von 7 überlappenden DNA-Fragmenten 

amplifiziert und sequenziert.  
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Tabelle 29: Kombination der Primer und deren Fragmentlänge 

 

Primerkombination Fragmentlänge 

F1 und Porcirc 3 632 nt 

PCV2 IS und 1768R 446 nt 

PCV2 IS und 433R 879 nt 

Der Primer 1696F diente als Sequenzierungsprimer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 22: Bandenmuster der 7 DNA-Fragmente, mit denen die Sequenz von 
Probe #214 vervollständigt wurde Spur 1 Primer F1 + Primer Porcirc 3, Spur 2 Primer 
PCV2 IS + Primer 1768R, Spur 3 Primer PCV2 IS + Primer 433R, Spur 4 Marker (bp), 
Spur 5 Primer Porcirc 1 + 2, Spur 6 Primer PCV2 IS + Primer PCV2 IAS, Spur 7 
Primer PCV2 IAS + Primer nPCRfwd, Spur 8 Primer Porcirc1 + Primer PCV2 IAS 
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1 ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATGCCCAGCA 60 

61 AAAAGAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCACACAAAAGGTGGGTGTTCACGCTGAATAATC 120 

121 CTTCCGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGAGCTTCCAATCTCCCTTTTTGATTATTTTA 180 

181 TTGTTGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCCCACCTCCAGGGGTTCGCTAATT 240 

241 TTGTGAAGAAGCAAACATTTAATAAAGTGAAATGGTATTTCGGTGCCCGCTGCCACATCG 300 

301 AGAAAGCGAAAGGAACTGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAGGCAACTTAC 360 

361 TGATGGAATGTGGAGCTCCTAGATCTCAAGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGA 420 

421 GTACCTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTG 480 

481 TCAGAAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAAATGCAGAAGCGTG 540 

541 ATTGGAAGACAAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGCAAAAGCAAATGGG 600 

601 CTGCTAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTTGG 660 

661 ATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGGCTGCCGTGGG 720 

721 ATGATCTACTGAGACTCTGTGATCGATATCCTTTGACTGTTGAGACTAAAGGTGGAACTG 780 

781 TACCTTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACT 840 

841 CCTCAACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTT 900 

901 GGAAGAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCC 960 

961 CATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATGGT 1020 

1021 TTTTATTATTCATTTAGGGTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTAC 1080 

1081 ATACATGGTTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTATTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCC 1140 

1141 GAGGCCTACGTGGTCTACATTTGCAGAGGTTTGTAGTCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTT 1200 

1201 GTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATCAAGGACAGGTTTGGGGGTGAAATAGCG 1260 

1261 GGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGGGATTGTATGGCGGGCGGAGTAGTTTACATAGGGGTC 1320 

1321 ATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCC 1380 

1381 CACTCCCCTGTCACCTTGAGTGATTGGGGAGCAGGGCCAGAATTCAACCTTAACCTTCCT 1440 

1441 TATTCTGTAGTATTCAAAGGGCACAGTGAGGGGGTTTGAGCCCCCTCCTGGGGGAAGAAA 1500 

1501 GTCATTAATATTAAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGGAGGGTGTTGAGACTGTGGTAGC 1560 

1561 CTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGGTGTTGAAGATGCCATTTTTCCTTCT 1620 

1621 CCAACGGTAGCGGTGGCGGGGGTGGACGAGCCAGGGGCGGCGGCGGAGGATCTGGCCAAG 1680 

1681 ATGGCTGCGGGGGCGGTGTCTTCTCCTTCGGTAACGCCTCCTTGAATACGTCATACCTGA 1740 

1741 AAACGAAAGAAGTGCGCTGTAAGTATT  
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Abbildung 23: Komplette Sequenz des PCV 2-Genoms aus Probe #214 (Herkunft 
nördlicher Hunsrück), die in Genebank© unter der Nummer AY713470 abgelegt wurde. 

 

 

4.2.1.2   Vergleich der Wildschweinisolate mit den beim Hausschwein 
beschriebenen Isolaten 

 

Die Komplettsequenz der Probe #214 konnte mit bereits in der Datenbank ge-

speicherten Sequenzen anderer analysierten Isolate von Hausschweinen verglichen 

werden; Sequenzen von Wildschweinen lagen bisher nicht vor. 

Bei dem Vergleich fiel auf, dass ein Nukleotid der PCV 2-Sequenz der Probe #214 

relativ zu den bereits veröffentlichten Isolaten deletiert ist (Abbildung 24). Die 

Verringerung der Basenzahl resultiert aus der Deletion eines der 3 Adenine an der 

Position 1040 – 1042, über eine Verschiebung des STOP-Codon eine Position über das 

3`-Ende hinaus folgt eine Verschiebung des ORF2; dadurch verlängert sich die 

Capsidprotein-Sequenz an Position 234 um eine Aminosäure (Lysin). Die abgeleitete 

Proteinsequenz umfasst daher 234 Aminosäuren anstelle der bei den meisten anderen 

in der Datenbank vorliegenden Sequenzen mit 233 Aminosäuren.  

Die größte Homologie der Gesamtsequenz besteht mit einem chinesischen Stamm; alle 

in der Datenbank vorhandenen Stämme aus Deutschland zeigen wie auch die Isolate 

angrenzender Länder im Vergleich dazu eine reduzierte Übereinstimmung (Tabelle 30). 

Im folgend aufgeführten Dendrogramm sind die Homologiegrade bildlich dargestellt 

(Abbildung 25); die in der Datenbank Genebank© hinterlegten Zugangsnummern 

(Accession No.) werden im Anhang aufgelistet. 
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Abbildung 24: Darstellung einer typischen Nukleotid- (nt) und Aminosäuresequenz 
(aa) am N-Terminus des Capsidproteins. Zum Vergleich ist hier ein PCV 2-Isolat eines 
Hausschweins aus Deutschland (Ger1) dem der Probe #214 gegenübergestellt. Die 
Deletion eines Adenins führt zu einer Verkürzung des Gesamtgenoms des PCV 2 aus 
Probe #214 um ein Nukleotid auf 1767 nt und durch Verschiebung des Leserahmens zu 
einer Verlängerung des Capsidproteins um eine Aminosäure (K, Lysin) auf 234 
Aminosäuren. Gleichzeitig erfolgt eine Aminosäuresubstitution an der Position 232 des 
Capsidproteins (K  N, Lysin  Asparagin). 

 

 

 

#214

nt: CCA CTT AAC CCT AAG TGA AT
aa:    P      L      N P      K stop

Ger1

nt:  CCA CTT AAA CCC TAA ATG AAT 
aa:  P      L      K P    stop

3´ 5´

3´ 5´

Insertion

Deletion

Substitution

230 233

230 234

1034

1034

1054

1054

#214

nt: CCA CTT AAC CCT AAG TGA AT
aa:    P      L      N P      K stop

Ger1

nt:  CCA CTT AAA CCC TAA ATG AAT 
aa:  P      L      K P    stop

3´ 5´

3´ 5´

Insertion

Deletion

Substitution

230 233

230 234

1034

1034

1054

1054
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Abbildung 25: Dendrogramm der PCV 2-Sequenzen aus Probe #214 und einer 
Auswahl von PCV 2-Isolaten verschiedener Hausschweine aus der Datenbank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&itool=toolbar); homologe 
Sequenzen wurden zu Gruppen zusammengefasst. Der am unteren Ende der 
Abbildung als schwarzer Balken angezeigte Maßstab drückt eine Homologie-
abweichung von 10 % aus. 
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Die PCV 2-Sequenz der Probe #214 wurde mit Isolaten von Hausschweinen aus China 

gruppiert. Die Nukleotidhomologie zwischen dem Wildschwein-Isolat und veröffent-

lichten PCV 2 Isolaten lag bei 95,5 % bis 97,8 %; die Homologie zu PCV 1-Isolaten 

betrug lediglich 68 bis 76 %.  

Prozentuale Sequenzunterschiede konnten anhand einer Distanzmatrix veranschaulicht 

werden; aus Gründen der Übersicht wurden nur 11 Sequenzen aufgenommen (Tabelle 

30). 

 

Tabelle 30: Homologiegrade zwischen ausgewählten PCV-Sequenzen; eine 
Beschreibung der Isolate findet sich im Anhang. 

 

 
SPA

  2 

SD
 

#214 

A
U

T 5 

C
an 2D

 

G
ER

 3 

U
SA

 P1 

TA
IW

A
N

 SC
 

U
SA

 1 

A
U

T 1 

G
ER

 1 

SD 96,2 %           

#214 96,4 % 97,8 %          

AUT 5 96,4 % 96,1 % 96,3 %        

Can 2D 96,8 % 95,5 % 95,7 % 95,7 %       

GER 3 98,3 % 95,9 % 96,1 % 96,0 % 96,5 %      

USA P1 97,7 % 95,6 % 95,8 % 95,8 % 96,2 % 97,3 %     

TAIWAN SC 97,3 % 95,3 % 95,5 % 95,4 % 95,9 % 97,0 % 98,7 %    

USA 1 98,1 % 96,0 % 96,2 % 96,2 % 96,6 % 97,7 % 99,1 % 98,7 %    

AUT 1 97,8 % 95,7 % 95,9 % 95,9 % 96,3 % 97,4 % 97,4 % 97,0 % 97,8 %   

GER 1 97,7 % 95,7 % 95,8 % 95,8 % 96,2 % 97,4 % 97,3 % 97,0 % 97,7 % 98,8 % 

PK 15 78,2 % 77,3 % 77,4 % 77,4 % 77,5 % 77,9 % 77,6 % 77,3 % 78,0 % 77,7 % 77,6 %

 

Der Homologiegrad innerhalb der PCV 2 Gruppe lag zwischen 95,5 und 98,7 %, die 

Homologie zwischen PCV 2 und PCV 1 (PK15) betrug lediglich 77 bis 78 %.  
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4.2.1.3   Vergleich mit Circoviren anderer Spezies 

 

Trotz der bereits erwähnten Ähnlichkeiten zwischen PCV 2 und Psittacine Beak and 

Feather Disease Virus in der Proteinsequenz bestehen deutliche Unterschiede in der 

Homologie der DNA-Sequenzen; die pflanzlichen Circoviren, ehemals den Circoviren 

zugeordnet, bilden eine eigene Familie. Die Verwandtschaft mit anderen Circoviren ist 

in Abbildung 26 in einem Dendrogramm dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 26: Dendrogramm der sequenzierten Probe (AY 713470) und weiterer 
circoverwandter Viren. Der Maßstab von 0,1 drückt eine Verwandtschaft von 10 % aus. 
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4.2.1.4   Untersuchung der Leserahmen und der intergenetischen Region 

 

Für die Gesamtsequenz des PCV 2-Isolates der Probe #214 wurden mittels 

„Clonemanager for Windows“ Version 4.0 die Leserahmen identifiziert. Abbildung 27 

und Tabelle 31 zeigen deren Lage im Genom. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27: Lage der ORFs im zirkulären PCV-Genom. Leserahmen 1 kodiert für 
das REP-Protein, ORF 2 für das Capsidprotein CAP; die Rolle der weiteren 
Leserahmen ist bisher unklar. Leserahmen sind innerhalb (fwd) und außerhalb (rev) des 
zirkulären Genoms dargestellt.  
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Tabelle 31: Angaben zur Lage der ORFs im PCV-Genom von Probe #214; in der 
Tabelle finden sich nähere Angaben zur Lage und Ausrichtung der Leserahmen. Die 
Startangabe bezieht sich auf die Nummerierung der Nukleotide im PCV 2-Genom 
(Access.-No.: AY094619), der Frame gibt an, welcher Rahmen zur Aminosäure-
übersetzung verwendet wurde. Das C steht für Komplementär, verdeutlicht also, ob die 
Sequenz der des Kodons oder der des Antikodons entspricht; in der letzten Spalte ist 
die Anzahl der Aminosäuren vermerkt.  

 

 

ORF Start Frame Sequenz 
Länge 
[aa] 

1 51 3  314 

2 1734 1 C 234 

3 671 2 C 104 

4 553 1  59 

5 565 3 C 59 

6 833 2  46 

7 298 3 C 41 

8 1523 2  35 

9 1016 2  29 

10 1610 2 C 29 

11 907 1  26 

 

 

Wie einleitend beschrieben, sind die Proteine, für die die Leserahmen eins und zwei 

kodieren, bekannt: bei ORF 1 handelt es sich um das für die Replikation essentielle 

Protein REP und bei ORF 2 um ein das Virus umgebende Capsidprotein CAP. Die 

Proteinsequenzen für beide Leserahmen konnten mittels „Expasy Translation Tool“ aus 

der Nukleotidsequenz der Probe #214 ermittelt werden; sie sind in Abbildung 28 und 29 

dargestellt. 
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Met P S K K N G R S G P Q P H K R W V F T L N N P S E D E R K K I R E L P I S L F 

D Y F I V G E E G N E E G R T P H L Q G F A N F V K K Q T F N K V K W Y F G A R 

C H I E K A K G T D Q Q N K E Y C S K E G N L L Met E C G A P R S Q G Q R S D L 

S T A V S T L L E S G S L V T V A E Q H P V T F V R N F R G L A E L L K V S G K 

Met Q K R D W K T N V H V I V G P P G C G K S K W A A N F A D P E T T Y W K P P 

R N K W L D G Y H G E E V V V I D D F Y G W L P W D D L L R L C D R Y P L T V E 

T K G G T V P F L A R S I L I T S N Q T P L E W Y S S T A V P A V E A L Y R R I T S 

L V F W K N A T E Q S T E E G G Q F V T L S P P C P E F P Y E I N Y Stop  

Abbildung 28: Proteinsequenz des ORF 1 (Probe #214). Start- (Met) sowie Stop-
Kodon (Stop) sind ausgeschrieben und hervorgehoben; die weiteren Aminosäuren sind 
abgekürzt. Eine Erläuterung zu den Abkürzungen findet sich im Anhang. 

 

 

Der Abgleich mit der Datenbank für den ORF 1 zeigte eine durchweg hohe Homologie 

zu anderen REP-Proteinen: die höchste Homologie mit 98 % hatten die Isolate AUT 1 

aus Österreich (AY424401) und SD aus China (AY181947).  

 

 

Met T Y S R R R Y R R R R H R P R S H L G Q I L R R R P W L V H P R H R Y R W R 
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F L P P G G G S N P L T V P F E Y Y R I R K V K V E F W P C S P I T Q G D R G V G 

S T A V I L D D N F V T K A T A L T Y D P Y V N Y S A R H T I P Q P F S Y H S R Y F 

T P K P V L D R T I D Y F Q P N N K R N Q L W L R L Q T S A N V D H V G L G T A F 

E N S K Y D Q D Y N I R I T Met Y V Q F R E F N L K D P P L N P K Stop 

Abbildung 29: Proteinsequenz des ORF 2 (Probe #214). 

 

 

Der Abgleich mit der Datenbank für den ORF 2 zeigte eine geringere Homologie zu 

anderen CAP-Proteinen; die höchste Homologie bestand mit 93 % zu dem Isolat SD 

aus China (AY181947).  
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Die in 2.1.3 beschriebene intergenetische Region wurde auch in der Sequenz von 

Probe #214 identifiziert; sie entspricht der für PCV 2 angegebenen Sequenz (vergleiche 

Abbildung 1).  

 
 
  1728 1768 
PCV 2         C-TGAAAACGAAAGAAGTGCGCTGTA--AGTATT 
#214           C-TGAAAACGAAAGAAGTGCGCTGTA--AGTATT 
PCV 1         TATAAAAGTGAAAGAAGTGCGCTGCTGTAGTATT 
                * ***  ***************    ****** 
  ___________.......... 
  1  53 
PCV 2         ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATG 
#214           ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATG 
PCV 1         ACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCG--TCAGTG--AAAATG 
              ************************************   ****    ** *** 
  ..___________ 

 

Abbildung 30: Alignment der intergenetischen Region (CLUSTAL X [1.81]) multiple 
sequence alignment) der bekannten PCV 1- und PCV 2-Sequenzen sowie der Sequenz 
der Probe #214, Basenabweichungen sind schattiert dargestellt. Es zeigt sich eine 
100%ige Homologie der Probe #214 zu der Sequenz des PCV 2-Vertreters aus der 
Datenbank. Im Vergleich zu dem PCV 1-Vertreter fanden sich 10 Nukleotid-
substitutionen, 3 Deletionen sowie 4 Insertionen. Zur Kennzeichnung des „loops“ wurde 
dieser Bereich im Alignment mit Punkten unterlegt; die den „stem“ bildenden Nukleotide 
sind unterstrichen dargestellt. 
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4.2.2 Vergleichende Sequenzierung der variablen Region des 
Capsidproteins 

 

Um Unterschiede in der Nukleotidsequenz zwischen verschiedenen von Wild-

schweinen stammenden PCV 2-Proben zu untersuchen, wurde ein Sequenzbereich mit 

einer möglichst hohen Variabilität ausgewählt: der betreffende Bereich umfasst 742 

Nukleotide innerhalb des ORF 2 (Abbildung 31), entsprechend den Nukleotiden 844 bis 

1585 des PCV 2-Genoms. Dieses Fragment wurde mit Hilfe der Primer nPCRfwd und 

PCV2 IAS amplifiziert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 31: Darstellung des für die vergleichende Sequenzierung ausgewählten 
Fragments und der zugehörigen Primer. Zur Verdeutlichung der Lage im Genom ist der 
Leserahmen ORF 2 als Pfeil außerhalb des Genoms dargestellt. 

 

Das typische Bandenmuster mit dem Fragment der Länge 742 bp ist in Abbildung 22 

Bahn 7 zu sehen.  

In die Untersuchung wurden 16 zufällig ausgewählte Tiere einbezogen. 
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Der Homologiegrad zwischen den Proben variierte zwischen 95,3 und 100 %. Acht aus 

der Region 1 stammende Proben (#9, #14, #19, #23, #36, #37, #50 und #55) wiesen 

eine identische Basenfolge auf. Diese wurden als „Consensus“ bezeichnet. Im 

Vergleich zur Consensus-Sequenz unterschieden sich eine aus Region 1 (#108) und 

eine aus Region 2 (#214) stammende Probe in je einem Nukleotid und die drei Proben 

der Region 4 (#311, #312, #315) in 2 bis 8 Nukleotiden. Die Anzahl der 

Nukleotidunterschiede zwischen den einzelnen Proben korrelierte signifikant mit der 

geografischen Entfernung der Regionen, aus denen die Proben stammten. 

Proben aus den Regionen 3 (#138), 1 (#44) und 2 (#75) zeigten 17, 30 sowie 35 

veränderte Nukleotide im Vergleich zu der übereinstimmenden Sequenz der acht 

Proben aus Region 1, was einer Homologie von 97,7 %, 96,0 % und 95,3 % entspricht.  

 

 
 1 60 
Consensus      CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
214            CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
108            CAGTTCGCCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
312            CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
315            CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
311            CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
138            CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
China_SD2_     CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
GER3           CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
GER1           CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
GER2           CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
75             CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
44             CAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTC 
               ******* **************************************************** 
 
 
 
  61 120 
Consensus      TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCACTTAGGGTT-AAGTGGGGGG-TCTTT 
214            TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTTAGGGTT-AAGTGGGGGG-TCTTT 
108            TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCACTTAGGGTT-AAGTGGGGGG-TCTTT 
312            TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTTACTTAGGGTT-AAGTGGGGGG-TCTTT 
315            TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTTACTTAGGGTT-AAGTGGGGGGGTCTTT 
311            TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTTACTTAGGGTT-AAGTGGGGGG-TCTTT 
138            TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCACTTAGGGTT-AAGTGGGGGG-TCTTT 
China_SD2_     TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCACTTAGGGTT-AAGTGGGGGG-TCTTT 
GER3           TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTTAGGGTTTAAGTGGGGGG-TCTTT 
GER1           TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTTAGGGTTTAAGTGGGGGG-TCTTT 
GER2           TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTTAGGGTTTAAGTGGGGGG-TCTTT 
75             TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTTATTATTCATTTAGGGTTTAAGTGGGGGG-TCTTT 
44             TTTTTTATCACTTCGTAATGGTTTTAATTATTCATTAAGGGTT-AAGTGGGGGG-TCTTT 
               ************************* ****** * * ****** ********** ***** 
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  121 180 
Consensus      AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
214            AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
108            AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
312            AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
315            AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
311            AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
138            AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
China_SD2_     AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTATACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
GER3           AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
GER1           AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
GER2           AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
75             AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTA 
44             AAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTACACGGATATTGTATTCCTGGTCGTA 
               *********************************** ************ *********** 
 
 
 
  180 240 
Consensus      TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTGCAGAGGTTTGTAG 
214            TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTGCAGAGGTTTGTAG 
108            TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTGCAGAGGTTTGTAG 
312            TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTGCAGAGGTTTGTAG 
315            TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTGCAGAGGTTTGTAG 
311            TTTACTGTTTTCGAGCGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTGCAGAGGTTTGTAG 
138            TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACATGGTCTACATTTCCAGTAGTTTGTAG 
China_SD2_     TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACATGGTCTACATTTCCAGTAGTTTGTAG 
GER3           TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTGCAGAGGTTTGTAG 
GER1           TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCCACATTTCTACTGGTTTGGAG 
GER2           TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCCACATTTCTACTGGTTTGGAG 
75             TTTACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCAACATTTCTATCGGTTTGGAG 
44             TATACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTTCCAGCAGTTTGTAG 
               * ************ ****************** ***** ******  *   ***** ** 
 
 
 
  241 300 
Consensus      TCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATCAAG 
214            TCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATCAAG 
108            TCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATCAAG 
312            TCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATCAAG 
315            TCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTAATGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATTAAG 
311            TCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTTTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATCAAG 
138            TCTGAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATCAAG 
China_SD2_     TCTCAGCCAGAGTTGATTTCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAATCGATTGTCCTATCAAG 
GER3           CCTCAGCCAAAGCTGATTTTTTTTGTTGTTTGGCTGGAAGTAATCAATAGTTCTATCCAG 
GER1           TCTCATCCACAGCTGATTCCTTTTGTTATTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCAAG 
GER2           TCTCATCCACAGCTGATTCCTTTTGTTATTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCAAG 
75             TCTCATCCATAGCTGATTCCTTTTGTTATTGGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCAAG 
44             TCTCAGCCACAGCTGATTTCTTTTGTTGTTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAATCTAG 
                ** * *** ** *****  **** **  * ** *********** ** **   **  ** 
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  301 360 
Consensus      GACAGGTTTGGGGGTGAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGGGATTGTATGGCG 
214            GACAGGTTTGGGGGTGAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGGGATTGTATGGCG 
108            GACAGGTTTGGGGGTGAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGGGATTGTATGGCG 
312            GACAGGTTTGGGGGTGAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGGGATTGTATGGCG 
315            GACCAGTTTTGGGGTGAAATACCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGGGATTGTATGGCG 
311            GACAGGTTTGGGGGTAAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGGGATTGTATGGCG 
138            GACAGGTTTGGGGGTGAAGTAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGTATGGTATGGCG 
China_SD2_     GACAGGTTTGGGGGTGAAATAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGGTATGGTATGGCG 
GER3           TACAGGTTTGGGTGTGAAGTAACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATTGTATGGCG 
GER1           AACAGGTTTGGGTGTGAAGTAACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATTGTATGGCG 
GER2           AACAGGTTTGGGTGTGAAGTAACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATTGTATGCCG 
75             AACAGGTTTGGGTGTGAAGTAACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATTGTATGGCG 
44             GACAGGTTTGGGGGTAAAGTAGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCG 
                **  **** ** ** ** ** ******************** ****  ** ***** ** 
 
 
 
  361 420 
Consensus      GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
214            GGCGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
108            GGCGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
312            GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
315            GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
311            GGCGGAGTAGTTAACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTATGTTAAAAAGTTATC 
138            GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCATTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
China_SD2_     GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
GER3           GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
GER1           GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTTGGGCTGTGGCCTTTATTACAAAGTTGTC 
GER2           GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTTGGGCTGTGGCCTTTATTACAAAGTTGTC 
75             GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTTTGGGCTGTGGCCTTTATTACAAAGTTGTC 
44             GGAGGAGTAGTTTACATAGGGGTCATAGGTGAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATC 
               ** ********* *****************  ****  ****** * *** ****** ** 
 
 
 
  421 480 
Consensus      ATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAGTGATTGGGGAGCAGGG 
214            ATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAGTGATTGGGGAGCAGGG 
108            ATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAGTGATTGGGGAGCAGGG 
312            ATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAGTGATTGGGGAGCAGGG 
315            ATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAGTGATTGGGGAGCAGGG 
311            ATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCTTGAGTGATTGGGGAGCAGGG 
138            ATCTAGAACAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATTGGGGAGCAGGG 
China_SD2_     ATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATTGGGGAGCAGGG 
GER3           ATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATTGGGGAGCAGGG 
GER1           ATCTAGAATAATAGCACTGGATCCAACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGG 
GER2           ATCTAGAATAATAGCACTGGATCCAACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGG 
75             ATCTAGAATAATAGCACTGGATCCAACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGG 
44             ATCTAGAATAACAGCACTGGAGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGG 
               ******** ** **** **** ** ************** ** ***** *********** 
 
 



103 

  481 525 
Consensus      CCAGAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
214            CCAGAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
108            CCAGAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
312            CCAGAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
315            CCAGAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
311            CCAGAATTCAACCTTAACCTACCTTATTCTGTAGTATTAAAAGGG 
138            CCAGAATTCAACCTTAACCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
China_SD2_     CCAGAATTCAACCTTAATCTTCCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
GER3           CCAGAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
GER1           CCAGAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
GER2           CCAGAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
75             CCAGAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
44             CCAGAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGG 
               ***************** **  **************** ****** 
 
 
 

Abbildung 32: Alignment der sequenzierten Fragmente von 16 PCV 2-Proben 
(CLUSTAL W [1.74]) multiple sequence alignment), der Genebank©–Sequenzen der 
Isolate GER1, GER2, GER3 sowie des chinesischen Isolates SD (die Access.-No. sind 
im Anhang tabellarisch aufgelistet); Basenabweichungen zwischen den Einzel-
sequenzen sind schattiert dargestellt.  

 

 

Drei deutsche Isolate wie auch die Probe #75 zeigen eine Insertion an Position 104 des 

amplifizierten Bereiches, die bei den übrigen Proben nicht vorhanden ist; es handelt es 

sich um Nukleotidposition 1050. Eine weitere Insertion findet sich ausschließlich bei der 

Probe #315 im Bereich der Position 1061. Ab der Nukleotidposition 1170 des 

Gesamtgenoms tritt zunehmender Nukleotidaustausch auf, der sich bis zur Position 

1420 auf 56 summiert. 

Hervorzuheben ist weiterhin das Nukleotid 93 des Alignments (entsprechend 1039 der 

genomischen Position): hier findet sich bei den in das Alignment einbezogenen Proben 

die Base Cytosin, bei den drei Proben aus dem Odenwald allerdings das Nukleotid 

Thymidin. 

Der phylogenetische Baum (Abbildung 33) wurde unter Einbeziehung der 

entsprechenden Sequenzen der ausgewählten Proben erstellt. Zusätzlich finden sich 

PCV 2 Sequenzen von Hausschweinen aus anderen Ländern, die bereits in 

Genebank© veröffentlicht sind. 
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Der Consensus wurde mit in sich ähnlichen PCV 2-Proben von Wildschweinen mit 1 bis 

8 Nukleotidunterschieden gruppiert. Zu dieser Gruppe zählen die komplett sequenzierte 

und in der Datenbank hinterlegte Probe #214, sowie die Proben #108, #311, #312 und 

#315. Dieser Gruppe ist die Probe #138, die unmittelbar mit hauptsächlich chinesischen 

Isolaten gruppiert wurde, nahe zugeordnet. Probe #44 dagegen ist im Dendrogramm 

zusammen mit Probe #75 sowie hauptsächlich mit französischen Isolaten und PCV 2 

Isolaten aus Deutschland und Österreich zu finden. 
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Abbildung 33: Phylogenetischer Baum auf Basis der variablen Region (nt 938 bis 
1461) des Capsidproteins, einbezogen sind 16 Wildschweinproben und einige 
ausgewählte bereits veröffentlichte Hausschwein-Isolate: die Proben #44, #75, #108, 
#138, #214, #311, #312 und #315 sind entsprechend benannt. Die identischen 
Sequenzen der Proben #9, #14, #19, #23, #36, #37, #50, und #55 werden als 
"Consensus" bezeichnet. Die Bezeichnungen der Hausschweinisolate leiten sich von 
ihrer Herkunft ab: AUT: Österreich; CAN: Kanada; FRA: Frankreich; GER: Deutschland; 
SPA: Spanien. 

 

 

 

Der detaillierten Darstellung der in dem Dendrogramm aufgezeigten Verwandtschafts-

grade dienen die Homologiewerte (Tabelle 32): sie zeigen erhebliche Abweichungen 

zwischen den PCV 2-Isolaten von Wildschweinen (Consensus) und Hausschweinen 

aus Deutschland sowie den angrenzenden Staaten; sie stimmen am besten mit einem 

chinesischen Isolat (SD) überein. 
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Tabelle 32: Homologiegrade der variablen Region (nt 938 – 1461). Die Proben #9, #14, 
#19, #23, #36, #37, #50, and #55 sind unter Bezeichnung Consensus 
zusammengefasst. 

 

 

In Tabelle 33 ist die Revierzugehörigkeit der sequenzierten Proben und die Zuordnung 

im phylogenetischen Stammbaum dargestellt. Die Gruppe „China“ ist zusätzlich in 

„Consensus“, „geringfügige Abweichung“ und „mehr als 6 Nukleotidabweichungen“ 

unterteilt. Mit Ausnahme der Proben #44 (Frankreich) und #75 (Ger/Aut) ist die 

Mehrzahl der Proben der Gruppe „China“ zuzuordnen.  

 312 

315 

311 

108 

214 

C
onsensus 

138 

SD
 

G
er 3 

G
er 1 

G
er 2 

75 

315 98 %            

311 98 % 96 %           

108 99 % 98 % 98 %          

214 99 % 98 % 98 % 99 %         

Consensus 99 % 98 % 98 % 99 % 99 %        

138 96 % 95 % 95 % 96 % 96 % 97 %       

SD 98 % 96 % 96 % 97 % 97 % 98 % 98 %      

Ger 3 95 % 94 % 93 % 95 % 95 % 95 % 94 % 94 %     

Ger 1 93 % 92 % 91 % 92 % 93 % 93 % 93 % 93 % 95 %    

Ger 2 92 % 91 % 91 % 92 % 93 % 93 % 92 % 92 % 94 % 99 %   

75 93 % 92 % 91 % 93 % 93 % 93 % 93 % 93 % 94 % 99 % 98 %  

44 94 % 92 % 92 % 93 % 94 % 94 % 94 % 95 % 94 % 95 % 94 % 94 % 
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Tabelle 33: Zusammenhang zwischen Sequenzhomologie und Probenherkunft. 

a: umfasst Proben #9, #14, #19, #23, #36, #37, #50 und #55. Die Lage der Regionen ist 

in Abbildung 11 dargestellt. 

 

Gruppe "China" Gruppe 
"Frankreich" 

Gruppe 

"Ger/Aut"

 

 

Region 

 

 

Proben-
anzahl 

Consensus Geringfügige 
Abweichung 

>6 
Nukleotid-
austausche

  

1 
(rheinischer  

Westerwald) 

10 8a 1 (#108)  1 (#44)  

2  

(nordwestl. 
Hunsrück) 

2  1 (#214)   1 (#75) 

3  

(Rheingau) 

1   1 (#138)   

4 

(Odenwald) 

3  3 (#311,       

    #312,  

    #315) 

   

Gesamt 16 8 5 1 1 1 
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Tabelle 34 zeigt die Zuordnung der aufgetretenen Nukleotidvarianten in den beprobten 

Regionen (Tabelle3). Region 1 liegt im rheinischen Westerwald, Region im nordwest-

lichen Hunsrück, Region 3 im Rheingau und Region 4 im Odenwald.  

Die Vergleiche sind auf die Consensus-Sequenz bezogen; es fällt auf, dass das 

Nukleotid 93 der Odenwälder Proben von den übrigen Proben differiert. Anstelle eines 

Cytosins tragen die Odenwälder PCV 2-Proben an entsprechender Stelle ein Thymidin. 

Ein weiteres signifikantes Ungleichgewicht liegt an den Positionen 343 und 316 vor: an 

Position 343 findet sich in Region 2 in 66,7 % der Fälle ein Thymidin statt des sonst 

vorkommenden Cytosins; an Position 316 ist bei den Proben der Region 2 mit gleicher 

Häufigkeit ein Guanin anstelle eines Adenins zu finden. 

Die Nummerierung der angegebenen Nukleotidpositionen bezieht sich auf den 

sequenzierten Bereich, der vom 3´-Ende fortlaufend nummeriert wurde (Abbildung 32). 
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Tabelle 34: Zusammenhang zwischen der Basenbesetzung an bestimmten 
Nukleotidpositionen und der Probenherkunft. 

 

Region chi ² variable 
Nukleotid- 
Position 
 

Base 
 

1 2 und 3 4 P 
T   100,0 %  N 93 

 C 100,0 % 100,0 %  0,000 

T 10,0 % 66,7 %   N 95 
  C 90,0 % 33,3 % 100,0 % 0,057 

T 90,0 % 33,3 % 100,0 %  N 155 
  C 10,0 % 66,7 %  0,057 

G 90,0 % 33,3 % 100,0 %  N 227 
  C 10,0 % 66,7 %  0,057 

G  66,7 %   N 316 
  A  100,0 % 33,3 % 100,0 % 0,007 

G 10,0 % 66,7 %   N 319 
  A  90,0 % 33,3 % 100,0 % 0,057 

G 100,0 % 66,7 % 66,7 %  

A   33,3 %   
N 322 
  
  C   33,3 % 0,058 

T  66,7 %   N 343 
 C 100,0 % 33,3 % 100,0 % 0,007 

A  10,0 % 66,7 % 66,7 %  N 363 
 C 90,0 % 33,3 % 33,3 % 0,061 

T 90,0 % 33,3 % 100,0 %  N 460 
 C 10,0 % 66,7 %  0,057 

G 10,0 % 66,7 %   N 463 
 A 90,0 % 33,3 % 100,0 % 0,057 
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4.2.2.1 Betrachtungen zur abgeleiteten Proteinsequenz des Capsids 

 

Die Proteinsequenzen der teilsequenzierten PCV 2-Proben wurden aus den 

Nukleotidsequenzen abgeleitet („Expasy Translation Tool“) und miteinander verglichen. 

Der in die Untersuchung einbezogene als hochvariabel beschriebene Bereich umfasst 

die C-Terminal gelegenen zwei Drittel des Capsidproteins.  

 

 

Met T Y S R R R Y R R R R H R P R S H L G Q I L R R R P W L V H P R H R Y R W R 

R K N G I F N T R L S R T F G Y T V K A T T V S T P S W A V D Met Met R F N I N D 
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Abbildung 34: Aminosäureabfolge des Capsidproteins aus dem ORF 2 von Probe 
#214; der untersuchte Abschnitt ist unterstrichen dargestellt. 
 



112 

   90              145 
Consensus       PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSR 
44              PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSSAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSR 
75              PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSSAIILDDNFVIKATAQTYDPYVNYSSR 
108             PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSAR 
138             PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVVLDDNFVTKANALTYDPYVNYSSR 
214             PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSAR 
311             PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFLTKATALTYDPYVNYSAR 
315             PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSR 
GER1            PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSSAIILDDNFVIKATAQTYDPYVNYSSR 
GER2            PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSSAIILDDNFVIKATAQTYDPYVNYSSR 
GER3            PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSR 
SD(AY181947)    PFEYYRIRKVKVEFWPCSPITQGDRGVGSTAVILDDNFVTKANALTYDPYVNYSSR 
                *****************************:*::*****: **:*:*********:* 
  
   146              201 
Consensus       HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFE 
44              HTITQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFE 
75              HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWMRLQTDRNVDHVGLGTAFE 
108             HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFE 
138             HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTTGNVDHVGLGTAFE 
214             HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFE 
311             HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNKKRNQLWLRLQTSANVDHVGLGTALE 
315             HTIPQPFSYHSRYFTPKLVLNRTIDYFQPINKRNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFE 
GER1            HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDHVGLGTAFE 
GER2            HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDHVGLGTAFE 
GER3            HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNNKKNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFE 
SD (AY181947)   HTIPQPFSYHSRYFTPKPVLDRTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTTGNVDHVGLGTAFE 
                *** ************* **: ******* :*:****: ***  **********:* 
 
   202      
Consensus       NSKYDQDYNIRITMYVQFREFNLKDPPLN-PKStop 234 
44              NSIYDQEYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLN-P-Stop 233 
75              NSKYDQDYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLK-P-Stop 233 
108             NSKYDQDYNIRITMYVQFREFNLKDPPLN-PKStop 234 
138             NSKYDQDYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLN-PKStop 234 
214             NSKYDQDYNIRITMYVQFREFNLKDPPLN-PKStop 234 
311             NSKYDQDYNIRITMYVQFREFNLKDPPLN-PKStop 234 
315             NSKYDQDYNIRITMYVQFREFNLKDPPTSTPPStop 235 
GER1            NSKYDQDYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLK-P-Stop 233 
GER2            NSKYDQDYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLK-P-Stop 233 
GER3            NSKYDQDYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLK-P-Stop 233 
SD (AY181947)   NSIYDQDYNIRITMYVQFREFNLKDPPLN-PKStop 234 
                ** ***:****:***************     *** 

 

Abbildung 35: Alignment der abgeleiteten Proteinsequenzen (CLUSTAL W [1.74] 
multiple sequence alignment). Die im Alignment ersichtlichen Unterschiede zwischen 
den einzelnen Proben sind zur übersichtlicheren Darstellung schattiert dargestellt. 
Einbezogen wurden die 16 teilsequenzierten von Wildschweinen stammenden PCV 2-
Proben sowie die der Literatur entnommenen Sequenzen der Hausschwein-Isolate 
GER 1-3 und SD (China). Unter der Bezeichnung „Consensus“ sind die identischen 
Aminosäuresequenzen der Proben #9, #14, #19, #23, #36, #37, #50, und #55 
zusammengefasst. 
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Tabelle 35: Proteinsequenz-Homologien vergleichend zum Consensus 

 

Probe/ 

Isolat 

44 

75 

108 

138 

214 

311 

315 

G
ER

1 

G
ER

2 

G
ER

3 

SD
 

H
om

ologie 

[%
] 93,7 93,6 99,3 97,2 99,3 97,2 95,1 93,7 93,7 97,2 97,2 

 

 

 

Die in Tabelle 35 aufgeführten Proteinsequenz-Homologien liegen zwischen 93,6 und 

100 %  Die ersten Austausche finden sich an Position 119, die letzte an Position 234. 

Als Consensus sind die Proben #9, #14, #19, #23, #36, #37, #50 und #55 bezeichnet. 

Mehr als sechs veränderte Aminosäuren sind bei den Proben #44, #75, #315, Ger1 und 

Ger2 im Vergleich zum Consensus zu finden.  

Bei Betrachtung der Verteilung der Aminosäureaustausche zeigten sich Blöcke von 

veränderten Aminosäuren in Proben verschiedener Regionen (Abbildung 36): z.B. ein 

Block von Aminosäuren der Positionen 188, 189 und 213 in den Proben #44, #75 und 

#138. Ein weiterer Block zeigte Substitutionen an den Positionen 120, 167, 146 und 

148; dieser verdeutlicht die enge Verwandtschaft der Proben #44 und #75. Ein 

Austausch an der Position 144 konnte bei den Proben #214, #108 und #311 gefunden 

werden. Einige Proben unmittelbar benachbarter Reviere (R6-#214 und R5-#75; R8-

#311 und R8-#315) zeigten z.T. keine gemeinsamen Blöcke.
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Abbildung 36: Verteilung der Aminosäureaustausche nach Proben und Revieren. Die 
angegebenen Nummern beziehen sich auf die Reviere (z.B. R6), die Probennummern 
(z.B. #311) und die Positionen der Aminosäuren, die vom Consensus abweichen (z.B. 
129). Jeder Block stellt eine Probe dar, in der alle veränderten Aminosäuren in Bezug 
auf den Consensus vorkommen. Jede Abteilung innerhalb der Blocks stellt Gruppen 
von Aminosäuresubstitutionen dar. Gleiche Gruppen sind mit dem gleichen Grauton 
unterlegt. Buchstaben „a“ und „b“ hinter den Positionsangaben deuten auf 
unterschiedliche Substitutionen hin, die sich untereinander und vom Consensus 
unterscheiden.  
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5. Diskussion 
 

Porzine Circoviren vom Typ II sind in Wechselwirkung mit verschiedenen Haltungs- und 

Hygienefaktoren an der Entstehung des „Postweaning Multisystemic Wasting 

Syndroms“ (PMWS) beteiligt (Allan and Ellis, 2000d). Weitere Erkrankungen wie 

Reproduktionsstörungen (Pensaert et al., 2001; Cariolet et al., 2001b) und der „porcine 

respiratory disease Complex (PRDC)“ werden mit dem Virus assoziiert (Harms et al., 

2002); es spielt weiterhin eine wesentliche Rolle beim „Porzinen Dermatitis und 

Nephropathie Syndrom“ (PDNS) (Segales et al., 1998a; Wellenberg et al., 2004). Wie in 

retrospektiven Untersuchungen nachgewiesen, kommt das Virus schon seit mehr als 20 

Jahren in Schweinepopulationen vor (Magar et al., 2000). Die dominierende Wirt-Virus-

Interaktion entspricht der einer subklinischen persistierenden Infektion (Krakowka et al., 

2003). Unter nach wie vor ungeklärten Umständen kommt es bei PCV 2-positiven 

Absatzferkeln zu den klinischen Symptomen des PMWS mit einer beachtlichen 

Morbidität (bis zu 60 %) und Mortalität (50-90 %) (Domingo and Segales, 1999). 

 

Ziel dieser Arbeit war es, Vorkommen und Verbreitung der porziner Circoviren Typ 1 

und 2 bei Wildschweinen in unterschiedlichen Regionen Deutschlands zu eruieren. 

Hierzu wurde DNA aus Milzgewebe isoliert und versucht, PCV-spezifische Nukleotid-

abschnitte mittels PCR zu amplifizieren. Im Gegensatz zur Aussagefähigkeit von 

Antikörpertitern kann bei positiven Reagenten von einer zum Untersuchungszeitpunkt 

tatsächlich existenten Infektion mit dem jeweiligen Circovirus (PCV 1 und/oder PCV 2) 

ausgegangen werden. Das als apathogen geltende porzine Circovirus 1 (Segales et al., 

2004), über dessen Verbreitung beim Wildschwein wenig bekannt ist, wurde in die 

Untersuchung mitaufgenommen. Nach Sequenzierung des kompletten PCV 2-Genoms 

einer ausgewählten Probe konnte dieses mit vorhandenen Sequenzen von PCV 2 beim 

Hausschwein verglichen werden.  

Der Sequenzabschnitt zwischen nt 844 und nt 1585, der als hochvariabel eingestuft 

wird (Mahe et al., 2000; Lekcharoensuk et al., 2004), wurde ausgewählt, um mit den 

Proben verschiedener Regionen eine vergleichende Sequenzierung durchzuführen. Ziel 

dieser Untersuchung war, die Variabilität der Wildschwein-Isolate relativ zueinander und 

zu den bekannten Sequenzen beim Hausschwein zu erfassen.  



116 

5.1 Prävalenzen porziner Circoviren beim Wildschwein 

 

Bislang liegen nur marginale Befunde über das Vorkommen von PCV beim Wild-

schwein vor; lediglich ein Fallbericht zu PMWS beschäftigt sich mit Wildschweinen und 

Circoviren in Deutschland (Schulze et al., 2003). Die aktuelle Studie präsentiert die 

ersten Daten zur PCV-Infektions-prävalenz bei Wildschweinen in deutschen Revieren.  

Neben den Studien aus Spanien (Segales et al., 2002c) und Belgien (Sanchez et al., 

2001a) handelt es sich um die drittgrößte Studie über PCV bei Wildschweinen weltweit. 

Die Untersuchungen aus Spanien und Belgien wurden als serologische 

Untersuchungen durchgeführt. 

In den Untersuchungen konnte aufgezeigt werden, dass von den 238 untersuchten 

Wildschweinen 21,9 % mit PCV 1 und 18,1 % mit PCV 2 infiziert waren. Nur 4,6 % 

wiesen das Genom beider Circoviren auf. Der überwiegende Anteil (61,8 %) der Tiere 

war zum Zeitpunkt der Untersuchung nicht mit porzinem Circovirus infiziert. Verglichen 

mit in der Fachliteratur veröffentlichten Daten konnten deutlich niedrigere Prävalenzen 

ermittelt werden. So zeigten vergleichbare Studien von Vicente et al. (2004) und Exel et 

al. (2004), die ebenfalls mit molekularen Nachweisverfahren arbeiteten, für spanische 

und österreichische Wildschweinepopulationen PCV 2-Prävalenzen von 47 %, Studien 

auf serologischer Basis konnten Prävalenzen um 35 % aufzeigen. Weitere Daten zur 

Prävalenz von Circoviren beim Wildschwein sind in der Literatur bislang nicht 

veröffentlicht.  

Vergleichende Untersuchungen an älteren Hausschweinen wiesen Seroprävalenzen 

von bis zu 100 % auf (Harding et al, 1999; Hassing et al., 2001; Sanchez et al., 2001b). 

Neuere Untersuchungen, die mittels PCR spezifisch zwischen PCV 1 und PCV 2 

differenzieren und über den Genomnachweis eine aktuelle Infektion nachweisen, 

ergaben Prävalenzen von 5 % (PCV 1) bzw. 26,5-40 % (PCV 2) bei Hausschweinen in 

Spanien und Deutschland (Mankertz et al., 2000a; Ritzmann et al., 2002). Im Rahmen 

einer Studie aus Österreich, die sich u.a. mit dem Auftreten von PCV 1 und PCV 2 beim 

Wildschein befasste, konnte - bezogen auf PCV 1 - eine Prävalenz von 10,7 % ermittelt 

werden (Exel et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit lagen die Untersuchungs-

ergebnisse mit 21,9 % für PCV 1 höher, während die Prävalenz von PCV 2 mit 18,1 % 
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im Vergleich zu 46,4 % positiven Tieren der österreichischen Gruppe deutlich niedriger 

war.  

Bei näherer Betrachtung der Resultate in den einzelnen Revieren waren für PCV 1 

Schwankungen von 25-50 % und für PCV 2 von 0 bis 27 % zu erkennen; in 60 % der 

Reviere lagen die PCV 2-Prävalenzen bei 0-15 %. Auffallend abweichend davon ist das 

Resultat der Untersuchung der Gatterpopulation zusehen, in der sehr niedrige 

Prävalenzen: PCV 1: 0 % und PCV 2: 5,1 % auftraten. Auf Grund der Populations-

struktur und der Haltungsbedingungen war zu erwarten, dass es hier bei begrenztem 

Platzangebot über Kontakt der Einzeltiere zu einer stärkeren Anreicherung der porzinen 

Circoviren im Vergleich zu den unter natürlichen Bedingungen lebenden Wildschweinen 

kommt (Vicente et al., 2004).  

Bei den drei nordwestlich gelegenen Wildschweinepopulationen (Gatter ausgenommen) 

konnten PCV 1-Prävalenzen von durchschnittlich 18,2 % aufgezeigt werden, sie unter-

schieden sich damit deutlich von den weiter südlich gelegenen Regionen mit 31-36 %. 

Die Ursache dieser geographischen Verteilung bleibt unklar. So gilt z.B. zu klären, wie 

sich das Vorkommen von PCV 1 flächendeckend auf die den Odenwald umgebenden 

Gebiete bzw. ganz Deutschland darstellt und ob eventuell natürliche Barrieren wie z.B. 

Flüsse eine Rolle bei der Verbreitung spielen. 

In statistischen Untersuchungen konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

PCV-Nachweis und Lebensalter sowie Körpergewicht dargestellt werden: danach 

scheint eine erhöhte Empfindlichkeit jüngerer Tiere gegenüber einer PCV-Infektion 

vorzuliegen. Mit Berücksichtigung des Körpergewichtes ließ sich eine Korrelation 

zwischen Gewicht und Alter aufzeigen, ein Zusammenhang zwischen PCV-Infektion 

und der altersgemäßen Gewichtsentwicklung konnte dagegen nicht festgestellt werden. 

Eine pathologisch-anatomische und –histologische Untersuchung der Tiere war leider 

nicht möglich; damit liegen keine detaillierten Informationen zum PMWS-Status bzw. zu 

weiteren assoziierten Krankheitsbildern vor.  
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5.2 Vergleichende Sequenzierung 

 

Für die Sequenzierung galt es zu bedenken, dass konservierte Regionen nur eine 

geringe Unterscheidung von Isolaten erlauben. Andererseits kann eine zu hohe 

genetische Variabilität die Konfidenz der phylogenetischen Analyse durch einen hohen 

Anteil an zufällig identischen Mutationen oder Remutationen verschlechtern. Für  

genetische Untersuchungen auf verschiedenen Ebenen (Klasse, Familie, Gattung und 

Spezies bzw. intraspezifische Untersuchung) finden daher Genomregionen unter-

schiedlicher genetischer Variabilität Verwendung (Nei, 1996). Da in der vorliegenden 

Arbeit eine intraspezifische Untersuchung vorgenommen wurde und es sich beim 

porzinen Circovirus 2 zudem um ein homologes Virus (Hamel et al., 1998; Meehan et 

al., 1998; Morozov et al., 1998) handelt, wurde eine hoch variable Region innerhalb des 

ORF 2 ausgesucht.  

Von einem Wildschwein wurde ein analysiertes Isolat sequenziert und unter anderem 

die Nukleotide des ORF 2 translatiert; dies zeigte eine Länge des Genoms von 1767 

Nukleotiden und des CAP-Proteins von 234 Aminosäuren, im Gegensatz dazu wies das 

von Fenaux und Mitarbeitern (2000)  untersuchte Isolat ein Genom von 1768 nt und ein 

Capsid von 233 aa auf. Die Deletion eines der drei Adenine an der Position 1040-1042 

konnte dafür verantwortlich gemacht werden (siehe Abbildung 24): dies hat zur 

Konsequenz, dass das Stop-Codon zum 5´-Ende verschoben und das CAP-Protein um 

eine Aminosäure verlängert wird. Diese Veränderung konnte bei 14 der 16 

untersuchten Proben aufgezeigt werden, bei den beim Hausschwein bekannten 

Isolaten war diese Veränderung bei einem chinesischen Isolat (AY1811947) zu sehen.   

Die Mehrzahl der in der Datenbank veröffentlichten Isolate vom Hausschwein sowie nur 

zwei (#14 und #75) der untersuchten Wildschweinproben wiesen diese Veränderung 

des Capsidproteins nicht auf. 

In die Sequenzierung einbezogen wurde ein 742 Nukleotide langes Fragment am N-

Terminus des ORF 2, das eine hohe Variabilität der Wildschweinisolate zeigte: ein 

Vergleich ergab, dass selbst in identischen Jagdrevieren die Homologie nur bei  95 % in 

den Nukleotiden und bei 93,7 % in den Aminosäuren lag. Auf der anderen Seite ist 

hervorzuheben, dass 50 % (acht der sechzehn Proben) der untersuchten Isolate eine 

zu 100 % homologe Sequenz in dem Teilstück aufwiesen; das schließt einen 
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Zufallsbefund aus. Ein weiteres Drittel (31 %) wich von den als Consensus 

bezeichneten acht Proben in 0,13 - 1,1 % (nt) bzw. 0,7 - 5,0 % (aa) ab. Innerhalb dieser 

Gruppe konnte mittels statistischer Analyse eine Korrelation (r=0,871; p=0,000) 

zwischen Substitution und geographischer Lage aufgezeigt werden (Abbildung 36). Bei 

den Proben #44 und #75 konnte in Bezug auf den Consensus mit einer Abweichung 

von 4,0 % bzw. 4,7 % der Nukleotide und in 7,0 % bzw. 10,5 % der Aminosäuren eine 

höhere Abweichung gezeigt werden. Diese hier gefundene Variation ist deutlich 

ausgeprägter als die von Fenaux und Mitarbeitern beschriebene (Fenaux et al., 2000).  

Der Vergleich der gesamten Sequenz der Probe #214 mit den Sequenzen der 

Datenbank ergibt Homologien zwischen 95 % (GER1) und 98 % (China-SD). Stellt man 

den ORF1 der Probe #214 und die ORF1-Protein-Sequenzen gegenüber, können 

relativ hohe Homologien von bis zu 98 % festgestellt werden. Bei den vom ORF2 

kodierten Proteinsequenzen des Capsidproteins reichen diese lediglich bis zu 93 %.  

Fenaux et al. (2004b) konnten Mutationen an den Positionen 110 und 191 von Prolin zu 

Arginin (P→A) bzw. von Arginin zu Serin (R→S) für eine Virulenzreduktion 

verantwortlich machen. Diese lagen in der vorliegenden Untersuchnung bei keiner der 

untersuchten Proben vor: an beiden Positionen wies das Capsidprotein mit Isoleucin 

bzw. Valin eine andere Aminosäure auf. Auch die aus der Datenbank für die 

Dendrogramme hinzugezogenen Isolate von Hausschweinen unterschiedlicher Herkunft 

waren mit den Wildschweinproben in dieser Hinsicht homolog. Diese Region könnte für 

die Immunogenität des PCV 2-Capsids eine Rolle spielen. Die Ergebnisse von 

Sequenzuntersuchungen könnten ein Hinweis darauf sein, dass die Aminosäuren 117-

131 und 169-183 des Capsidproteins möglicherweise Epitope darstellen (Kim and Lyoo, 

2002), um welche Art Epitope es sich dabei handelt, wurde nicht erarbeitet. Andere 

Arbeitsgruppen vermuten Epitope u. a. an den Positionen 165-200 und 229-233 

(Lekcharoensuk et al., 2004) bzw. 157-183 (Mahe et al., 2000). In der vorliegenden 

Studie konnten auch bei PCV 2-Isolaten von Wildschweinen in diesen Regionen 

Variationen aufgezeigt werden. Der Vergleich mit verwandten Viren lässt Vermutungen 

zu, dass hier v. a. basische Aminosäuren vorkommen, die an der Formation der inneren 

Oberfläche des Virions beteiligt sind (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998; Morozov 

et al., 1998).  

Erstaunlich ist, dass die Mehrzahl der Proben chinesischen Isolaten stärker ähnelten 

als europäischen bzw. deutschen Isolaten. Vergleichend hierzu konnte in der 
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Untersuchung von Exel und Mitarbeitern (2004) die größte Homologie der von 

Wildschweinen aus Österreich untersuchten Proben mit österreichischen Isolaten von 

Hausschweinen aufgezeigt werden. Die bei den österreichischen Wildschweinen 

gefundenen Isolate wiesen auch untereinander eine ausgeprägte Homologie auf (99,5 

%). In der vorliegenden Untersuchung hingegen konnten drei Grundtypen aufgezeigt 

werden. Offen bleibt jedoch, ob sich diese drei Typen (Consensus, #44 und #75) bei 

Wildschweinen entwickelt und verbreitet haben oder ob sie von außerhalb eingeführt 

wurden. Die beschriebenen Isolate könnten neue antigenetisch verschiedene Varianten 

mit Relevanz für die Infektionsproblematik darstellen; schließlich sind auch antigen-

relevante Bereiche des Capsids von der Variabilität betroffen. 

Als Startpunkt der Replikation konnte sowohl bei PCV 2 und als auch bei PCV 1 ein so 

genannter „stem-loop“ identifiziert werden (Meehan et al., 1997; Mankertz et al., 2004). 

Diesem schließen sich in Richtung des Kodons der Leserahmen ORF 1 und in Richtung 

des Antikodons der Leserahmen ORF 2 an. Ein entscheidender Unterschied zwischen 

PCV 1 und PCV 2 scheint in der Sequenz des loops zu bestehen (Abbildung 1). Hier ist 

bei beiden ein identisches Octanukleotid zu erkennen, der gesamte loop besteht 

allerdings aus 12 (PCV 1) bzw. 10 (PCV 2) Nukleotiden. Experimentell konnte bewiesen 

werden, dass das Octanukleotid für die Replikation essentiell ist (Mankertz et al., 1997). 

Es kann anhand der Komplettsequenz eines der Wildschwein-Isolate bestätigt werden, 

dass die intergenetische Region zu 100 % homolog zu der von Hausschwein-PCV 2-

Isolaten ist.  
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5.3 Interaktion zwischen Wild- und Hausschwein 

 

Ein Wildtier, das in einem Testverfahren positiv reagiert, kann Kontakt mit dem Erreger 

gehabt haben oder von einem antigenetisch verwandten Agens, das sich innerhalb der 

Wildpopulation getrennt von den Nutztierstämmen entwickelt hat, infiziert worden sein 

(Baradel et al., 1988). Prinzipiell ist bei derartigen Untersuchungen auch die 

Untersuchungsmethode zu betrachten. Im Fall von qualitativen Untersuchungen des 

Antikörpertiters beim Wildschwein ist aktuell nicht zu differenzieren, wielange der 

Kontakt des Tieres zurück liegt,  ob eine akute Infektion vorliegt oder ob der Erreger 

noch im Tier vorhanden ist. Perakute Infektionen werden mit dieser 

Untersuchungstechnik nicht erfasst, da noch keine Antikörperbildung stattgefunden hat. 

Mit dem Nachweis des viralen Genoms mittels PCR wird hingegen die Anwesenheit des 

Erregers direkt nachgewiesen.  

Bei meist in geschlossenen Stallungen gehalten Hausschweine ist ein direkter Kontakt 

mit Wildschweinen auf der Weide nicht in Betracht zu ziehen, sondern auf Grund der 

hohen Tenazität des Virus eher die Möglichkeit der Verbreitung über Vektoren (Allan et 

al., 1994).  

Wildschweine gelten als Reservoir für eine Reihe von Schweinekrankheiten, z.B. für 

Europäische Schweinepest, Aujeszky´sche Krankheit oder Brucellose (Heinritzi et al., 

1999; Teifke et al., 2001; Ritzmann et al., 2002). Das Verhalten erfahrener Bachen und 

Keiler, insbesondere als Folge fehlerhafter Bejagungsstrategien, Gebiete von mehreren 

hundert Hektar zu durchstreifen, kann entscheidend zur Ausbreitung von Erregern 

beitragen (Heinritzi et al., 1999). Auf Grund der vorliegenden Untersuchung müssen 

Wildschweine auch als Reservoir und Überträger von Circoviren auf 

Hausschweinepopulationen angesehen werden. Für eine detaillierte Evaluierung der 

Interaktion porziner Circoviren zwischen Haus- und Wildschweinen bedarf es allerdings 

vergleichender molekularer Untersuchungen von Virusisolaten aus beiden 

Populationen.  
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6. Zusammenfassung 
 

PMWS, weltweit die wirtschaftlich bedeutendste Erkrankung in der 

Schweineinproduktion, wird mit PCV 2 assoziiert. Weitere Erkrankungen wie 

Reproduktionsstörungen und der „porcine respiratory disease Complex (PRDC)“ 

werden mit dem Virus assoziiert  und das Virus gilt als ein Faktor für das „Porzine 

Dermatitis und Nephropathie Syndrom“ (PDNS). Porzine Circoviren vom Typ I, die als 

Zellkulturkontaminante entdeckt wurden, gelten als nicht pathogen. Der Erreger beider 

Typen ist in den Hausschweinepopulationen weit verbreitet, kommen aber auch beim 

Wildschwein vor. Nur vereinzelt vorliegende Daten über das Vorkommen von PCV 2 

beim Wildschwein deuten eine potentielle Rolle von Wildschweinen als Multiplikator und 

Reservoir für den Erreger an. Ziel dieser Arbeit ist, die Verteilung porziner Circoviren 

bei Wildschweinen ausgewählter deutscher Reviere zu untersuchen und die Variabilität 

verschiedener von Wildschweinen stammender Isolate zu vergleichen.  

Die Milzproben von 238 Wildschweinen aus vier Regionen (Westerwald, Hunsrück, 

Rheingau und Odenwald) wurden auf PCV 1- und PCV 2-spezifische Nukleinsäuren 

mittels PCR untersucht. In Hinblick auf das Alter und die körperliche Entwicklung der 

Wildschweine wurden die Befunde verglichen. Eine Probe (#214) wurde komplett 

sequenziert. Ein 742 Nukleotide umfassendes variables Fragment des PCV 2-Genoms 

wurde anhand von 16 Wildschwein-Isolaten vergleichend untersucht.  

Bei 61,8 % der untersuchten Tiere konnte weder PCV 1, noch PCV 2 nachgewiesen 

werden, 21,9 % waren positiv für PCV 1 und 18,1 % für PCV 2. Hinsichtlich der 

Prävalenzen konnten signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Revieren und 

Regionen aufgezeigt werden. Im Vergleich zu bisher publizierten Ergebnissen waren in 

den untersuchten Regionen Porzine Circoviren vom Typ II stärker und solche vom Typ I 

weniger stark verbreitet. Statistische Untersuchungen zeigten, dass jüngere Tiere 

signifikant häufiger betroffen waren als ältere, bezogen auf die körperliche Entwicklung 

der Tiere konnte jedoch kein Zusammenhang mit der Infektion festgestellt werden. 

Bei der vergleichenden Untersuchung des variablen Fragmentes konnten drei Varianten 

aufgezeigt werden. Eine Variante konnte bei 14 der 16 Proben identifiziert werden, 

beim Vergleich mit in der Datenbank veröffentlichten Sequenzen von Hausschwein-

Isolaten zeigte diese die größte Übereinstimmung mit einem chinesischen Isolat. In der 
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Basensequenz zeigte sich eine Verschiebung des STOP-Codons in Richtung des 5´-

Endes durch eine Deletion um ein Nukleotid. Diese hatte eine Verlängerung des 

Capsidproteins um eine Aminosäure zur Folge. Die anderen beiden Varianten wichen in 

bis zu 4,7 % der Nukleotide und in bis zu 10,5 % der Aminosäuren von den übrigen 

Proben ab. Im Vergleich der Nukleotide konnten diese Varianten in Clustern mit 

europäischen, vornehmlich deutschen und französischen Isolaten, gruppiert werden. 

Ungeklärt bleibt die Frage, woher diese Isolate stammen, ob sie sich bei Wildschweinen 

entwickelt haben oder eingeführt wurden und in welcher Beziehung sie zur Entstehung 

von PMWS stehen. 
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7. Summary 
 

Porcine circovirus type II is considered the major agent in the developing of the 

postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) and its economical factor is 

concerning in swine production worldwide. It is involved in further diseases like in the 

“porcine dermatitis and nephropathy syndrome” (PDNS) and in reproductive and 

respiratory disorders. Porcine circovirus type I is considered nonpathogenic. 

Circoviruses are wide spread in domestic pigs and also occur in feral pigs. Only several 

data is known about the occurrence of porcine Circovirus in feral pigs indicating a 

potential role of feral pigs as reservoir and multiplier of the agent. So far there has been 

no characterisation of the PCV found in feral pigs. Both questions have been topic of 

the present investigation. 

Spleen samples of 238 feral pigs from four regions (Westerwald, Hunsrück, Rheingau 

und Odenwald) in Germany have been screened for PCV 1 and PCV 2 DNA by PCR. 

Results were related to age and body condition of the pigs. Spleen samples of 16 

animals of four regions were used for the analysis of the viral genome. In one sample 

the sequence of the whole genome was determined. In the further 16 samples a highly 

variable 742 nucleotide long fragment was sequenced.  

In 61,8 % of the investigated pigs no PCV-specific DNA could be detected, 21,9 % were 

positive for PCV 1 and 18,1 % for PCV 2. The results differed significantly between the 

prevalences in grounds and regions. Compared to results from other studies 

prevalences for PCV 1 were higher and lower for PCV 2 in the present study. Younger 

animals were affected significantly more than older, but no influence on the body 

condition of the animals could be proven. Comparative sequence analysis lead to three 

strains. One of them was represented by 14 of the 16 samples, it was closest related to 

Chinese but not to European strains. Genomic sequence analysis indicated a deletion 

of one nucleotide at the end of the ORF2 which lead to a shift of the open reading frame 

and the addition of one codon, so that the capsid-protein extended to 234 amino acids. 

The two other strains varied in up to 4,7 % of nucleotides and in up to 10,5 % of amino 

acids. They grouped into clusters of European origin.  
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It remains unclear, if the three strains have evolved in the wild pigs from one common 

ancestor, or if they have been introduced from external, maybe domestic sources, and 

whether these strains can be associated with PMWS in a different matter or not. 
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9. Abkürzungen 
 

A   Adenosin, bei Aminosäuren: Alanin 

aa   Aminosäuren 

PBFDV   Psittacine beak and feather disease virus 

Bp   Basenpaaren 

Bzw.   beziehungsweise 

C   Cytosin, bei Aminosäuren: Cystin 

Ca.   circa 

CD   Cluster of differentation 

Cm   Zentimeter 

D   Asparaginsäure 

DNA   Deoxiribonucleid acid 

dp   CD4+ und CD8+ doppelt positive Zellen 

E   Glutaminsäure 

EM   Elektronenmikroskopie 

F   Phenylalanin 

Fa.   Firma 

G   Guanin bei Aminosäuren: Glycin 

Ggr.   Geringgradig 

H   Histidin 

Hgr.   Hochgradig 

I   Isoleucin 

IL   Interleukin 
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IPTG   isopropyl-[beta]-D-thiogalactopyranoside 

IPMA   indirekter Immunoperoxidase Monolayer Assay 

i. Vgl.    im Vergleich 

K   Lysin 

KSP   klassische Schweinepest 

L   Leucin 

Lnn.   Lymphknoten 

M   Molar, bei Aminosäuren: Methionin 

mM   milliMolar 

Mgr.   mittelgradig 

Min   Minute 

mRNA   Messenger RNA 

N   normal, bei Aminosäuren: Asparagin 

Neg   negativ 

n.s.   nicht signifikant 

nt   Nukleotide 

ORF   Open reading frame 

P   Prolin 

PBMC   peripheral blood mononuclear cells 

PCR   Polymerase chain reaction 

pi   post infectionem 

PK 15   „porzine Kidney“, Schweinenierenzelllinie 

PMWS   postweaning multisystemic wasting syndrome 

Pos   positiv 
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PPV   porzines Parvovirus 

Q   Glutamin 

R   Arginin 

rcr   rolling circle replication 

PRRSV   Porzines respiratorisches reproduktions Syndrom Virus 

S   Serin 

Sek   Sekunde 

Std   Stunde 

T   Thymin, bei Aminosäuren: Threonin 

u.a.   unter anderem 

UPM   Umdrehungen pro Minute 

U   Uracil 

V   Volt, bei Aminosäuren: Valin 

W   Tryptophan 

X-Gal   5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-Galactopyranosid 

Y   Tyrosin 
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10. Anhang 

10.1   Ansätze für Lösungen 

 

TBE-Puffer für Elektrophorese (10fach) 

Verwendete Chemikalien_ 

1000 mM Tris-Base (Roth, Karlsruhe)  60,55 g 

1000 mM Borsäure(Roth, Karlsruhe)  30,9 g 

20 mM EDTA(Roth, Karlsruhe)   3,7 g 

 

Zugabe von 500 ml Aqua Bidest 

Einstellen mit 5N NaOH/1N HCl auf pH 8,3 

Autoklavieren und anschließende Lagerung bei +4°C 

Zum Gebrauch 1:10 verdünnen 

 

 

LB-Medium 

10g/l Trypton 

5g/l Hefeextrakt 

10g/l NaCl 

mit 1N NaOH auf pH 7,5 einstellen 

Substanzen:  Agar-Agar (Fa. DIFCO, Kansas City, USA);  

   Ampicillin (Fa. Fluca Chemical Co., Buchs, Schweiz) 

Geräte: Schüttler (Fa. Infors, Bottmingen, Schweiz) 

Zur Herstellung fester Nährböden wurde dem Medium 1,5%iger Agar zugesetzt. 
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Lösungen für Minipräparation (Macherey & Nagel) 

 

Lösung P1:     50 mM Tris-HCL, pH 8,0 

     10 mM EDTA 

Lösung P1/RNase:    Lösung P1 

     0,1 mg/ml RNase A 

Lösung P2:     0,2 M NaOH 

     1 % SDS 

Lösung P3:     2,55 M Kalium-Acetat, pH 5,5 

 

 

Lösungen für die Sequenzierung: 

Acrylamidgel, 0,25 mm, 6,5 % 

  Harnstoff (Roth)     25.2 g 

  Rotiphorese Gel 40 Acrylamid (Roth)  9 ml 

  TBE-Puffer      6 ml 

  Wasser bidest     ad 67,5 g 
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TBE-Puffer 10fach: 

  Tris-Base 890 mM (Roth)    107,8 g 

  Borsäure 890 nM (Roth)    54,9 g 

  EDTA 20 mM (Roth)    7,4 g 

  H2O bidest      1000 ml 

 

Mit 5N NaOH / 1 N HCl auf pH 8,3 einstellen 

Autoklavieren und lagern bei +4°C 

Zum Gebrauch 1:10 verdünnen 



147 

10.2  Übersicht der verwendeten Primer 

 

Primer Primer - Sequenz 

5´                                                            3´ 

Anwendunga Position 

und 

Ausrichtung
b 

F1d ACC AGC GCA CTT CGG CAG PCR, 

Sequenzierung 

1-18, f 

433Rd TCC AGC AAG GTA CTC A PCR, 

Sequenzierung 

418-433, r 

Porcirc 1 GCT GAA CTT TTG AAA GTG AGC PCR, 

Sequenzierung 

501-521,f 

Porcirc 3 GTA TGT GGT TTC CGG GTC PCR, 

Sequenzierung 

615-632, r 

Porcirc 2 CACACAGTCTCAGTAGATCATCC PCR, 

Sequenzierung 

719-741, r 

nPCRfwd CAA CTG CTG TCC CAG CTG TAG PCR, 

Sequenzierung, 

vergleichende. 

Sequenzierung 

844-864, f 

PCV1 S AGG GGT CAT AGG CCA AGT TG Prävalenzuntersu

chungen 

1321–1340, 

f 

PCV1 AS CCT TCA GAA ACC GTT ACA GAT GG Prävalenzuntersu

chungen 

1628–1650, 

r 

PCV2 ISc TAG GTT AGG GCT GTG GCC TT PCR, 

Sequenzierung 

1322-1341, 

f 
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PCV2 IASc CCG CAC CTT CGG ATA TAC TG PCR, Klonierung, 

Sequenzierung, 

vergleichende 

Sequenzierung 

1566-1585, 

r 

1696Fd GGT GTC TTC GTC TTC GGT AAC G Sequenzierung 1695-1716, 

f 

1768Rd AAT ACT TAC AGC GCA CTT CTT TCG PCR, 

Sequenzierung 

1744-1767, 

r 

M13 fwd ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG Sequenzierung f 

M13 rvs TTCACACAGGAAACAGCTATGACC Sequenzierung r 

a: Für PCR, Sequenzierung, vergleichende Sequenzierung und/oder Klonierung 

verwandte Oligonukleotide. 

b: Position der Oligonukleotide. f: forward; r: reverse  

c: Larochelle et al., 2000;  

d: (Kim and Lyoo, 2002). 
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10.3  Auflistung der Genebank© Accession-No. 

PCV 2 Dendrogramm 

Land Bezeichnung 

 im 

Dendrogramm 

Accession-

No. 

Frankreich France 1 AF012107 

 France 2 AF055394 

 France 3 AF055393 

 FRA 3 AF201311 

 France Fd1 AY322000 

 France Fh17 AY322004 

Irland Irland 1 U49186 

Österreich AUT 1 AY424401 

 AUT 2 AY424402 

 AUT 3 AY424403 

 AUT 5 AY424405 

Spanien SPA 1 AF201308 

 SPA 2 AF201309 

 SPA 3 AF201310 

Deutschland GER 1 AF201305 

 GER 2 AF201306 

 GER 3 AF201307 

PK 15 Zell- PK 15 AF071879 
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Kontaminante 

Holland Netherlands AF201897 

Ungarn HUN AY256459 

Canada Canada B09 AF086834 

 Canada 1 AF055392 

 Canada 2b AF112862 

 Canada 2D AF117753 

 Canada 2E AF109399 

USA USA 1 AF055391 

 PCV 1 USA AY184287 

 USA P1 AY099495 

 USA (Cheung) AY094619 

Japan Japan 26 AB072302 

China 

China 

(Guandong) AY177626 

 China (SD2) AY181947 

 China(HaiNan) AY556476 

Taiwan PCV 1 Taiwan AY219836 

 

Taiwan (VOO-

207-2) AF305533 

 Taiwan (SC) AF465211 

Südafrika Suedafrika SA1 AY325495 

Auflistung der in Abbildung 25 aufgeführten Einträge in der Datenbank Genebank©. 
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Circo Dendrogramm 

Rind Bovine NC_002068

Papagei PBFDV AF080560 

Ente  Duck NC_005053

Taube Pigeon NC_002361

Banane Banana NC_003477

Kanarienvögel Canary NC_003410

Gans Goose NC_003054

Mensch TT Virus NC_002076

Mensch 

TT-like-mini-

Virus NC_002195

Auflistung der in Abbildung 26 aufgeführten Einträge in der Datenbank Genebank©. 
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