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Einleitung

1. Einleitung

Im Jahr 1974 wurde in einer Schweinenieren-Zelllinie eine Viruskontaminante
entdeckt, die als porzines Circovirus (PCV) bezeichnet wurde (Tischer et al.,
1974).

In Kanada wurde 1996 bei Hausschweinen eine neue Erkrankung beschrieben:

Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS).

Dem Namen entsprechend zeigten Tiere nach dem Absetzen Abmagerung.
Weitere klinischen Symptome waren lkterus und Dyspnoe (Harding and Clark,
1997).

Zwei Jahre spater wurde in den erkrankten Schweinen ein Virus entdeckt, das
dem beschriebenen PCV ahnelte (Allan et al., 1998; Ellis et al., 1998; Meehan et
al., 1998).

Daraufhin wurde das Virus aus der Schweinenieren-Zelllinie als PCV1 und das

Virus aus PMWS-erkrankten Schweinen als PCV2 bezeichnet.

PCV1 gilt bis heute als apathogen, wohingegen die Bedeutung einer Infektion mit
PCV2 kontrovers diskutiert wird.

Aufgrund der Problematik, dass auch in gesunden Tieren PCV2 gefunden werden
kann und Kofaktoren fur das Auftreten von PMWS eine Rolle spielen, wurden von
Sorden im Jahre 2000 drei Kriterien vorgeschlagen, die erflillt sein missen, um die

Diagnose PMWS stellen zu kénnen:

Neben klinischen Symptomen (Abmagerung oder verminderte Gewichtszunahme
mit oder ohne Dyspnoe und l|kterus) muss in der pathologisch-histologischen
Untersuchung eine lymphozytare Depletion und eine histiozytare Proliferation vor
allem in den lymphatischen Organen vorliegen und das Virus muss nachweisbar
sein (Sorden, 2000).

Mittlerweile ist PMWS weltweit bei Hausschweinen beschrieben worden (Choi and
Chae, 1999; Drew et al., 2004; Finlaison et al., 2007; Harding and Clark, 1997; Liu
et al., 2002; Segales et al., 1997).
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Aber nicht nur bei Hausschweinen, vereinzelt wurde auch bei Wildschweinen tber
eine Infektion mit PCV2 und eine Erkrankung an PMWS berichtet.

Bisher liegt aus Deutschland nur ein Fallbericht Uber ein PMWS-erkranktes
Wildschwein vor (Schulze et al., 2003) .

Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse Uber PCV2-Infektionen bei Wildscheinen zu
gewinnen. Dafiur wurden Wild- und Hausschweine pathohistologisch und

immunhistologisch untersucht.

In einer parallelen Studie der Klinik fur Wiederkauer und Schweine, Professur flr
Schweine, wurde untersucht, inwieweit bei Haus- und Wildschweinen gleiche oder

unterschiedliche PCV2-Stamme vorliegen und die Virusgenommenge quantifiziert.

Bei dem Material handelt es sich um die bisher grof3te Studie Uber das

Vorkommen von PCV2 bei Wildschweinen in Deutschland.

Die Situation wurde mit derjenigen bei Hausschweinen in den gleichen Gebieten

verglichen.
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2. Literaturubersicht

2.1. Geschichte

Erstmals wurde porzines Circovirus 1974 als eine Viruskontaminante durch eine
elektronenmikroskopische Untersuchung eines Uberstandes einer PK-15-

Schweinenieren-Zelllinie beschrieben (Tischer et al., 1974).

Aufgrund der einzelstrangigen, zirkular angeordneten DNA wurde es porzines
Circovirus (PCV) genannt (Tischer et al., 1982).

Weitere Untersuchungen ergaben ein Vorkommen von Antikdrpern gegen PCV in
Schweinen (Tischer et al., 1982). Da die Tiere weder Krankheitsanzeichen noch
pathologische Veranderungen aufwiesen, wurde das Virus als apathogen
eingestuft.

24 Jahre nach der ersten Beschreibung als Kontaminante in PK-15-Zellen wurden
bei Schweinen, die an Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS)
erkrankt waren, Viruspartikel entdeckt, die von der GroRe und Morphologie her
identisch mit PCV waren. Es wurde PCV aus der PK-15 Zelllinie mit Isolaten aus
erkrankten Schweinen aus Nordamerika und Europa verglichen. Dabei konnte
eine Ubereinstimmung der Nukleotidsequenz innerhalb der Isolate aus erkrankten
Schweinen zu 96 % nachgewiesen werden, zu der PK-15-Zellkontaminante
lediglich zu < 80 %. Daraufhin wurden die Circoviren, die in der PK-15 Zelllinie
gefunden worden waren, als PCV1 und die Viren, die aus PMWS-erkrankten
Tieren isoliert worden waren, als PCV2 bezeichnet (Allan et al., 1998; Ellis et al.,
1998; Meehan et al., 1998).

Mittlerweile wurde bei immer mehr Erkrankungen wie Reproduktionsstorungen
(Johnson et al., 2002; West et al., 1999), Enteritiden (Jensen et al., 2006; Kim et

al., 2004a) und respiratorischen Erkrankungen (Harms et al., 2002; Opriessnig et
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al., 2007) eine Beteiligung von PCV2 diskutiert. Deshalb werden Erkrankungen,
bei denen PCV2 als Ausldoser vermutet wird, unter dem Oberbegriff PCVD
(Porcine Circovirus Disease) bzw. PCVAD (Porcine Circovirus-associated

Disease) zusammengefasst.
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2.2. Taxonomie

Zu der Familie der Circoviridae gehéren das Chicken Anaemia Virus, Beak and
Feather Disease Virus (BFDV), Pigeon oder Columbid Circovirus (PiCV/CoCV),
Goose Circovirus (GCV), Canary Circovirus und das Porcine Circovirus (PCV).
Zum Genus der Circoviren werden PCV1, PCV2, BFDV, CoCV, GCV und das
Canary Circovirus zusammengefasst. Das einzige Virus im Genus Gyrovirus ist
das Chicken Anaemia Virus. Circoviren sind unbehullte Viren mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 17 bis 23,5 nm und besitzen eine zirkulare,
einzelstrangige DNA (Mankertz et al., 2000b; Meehan et al., 1997; Niagro et al.,
1998; Pringle, 1999; Todd et al., 2001a; 2001b).

Uberraschenderweise lag die groRte Ubereinstimmung zwischen dem Protein von
ORF1 von PCV und einem Protein von Banana Bunchy Top Virus vor. Ebenfalls
konnte mit Proteinen von anderen pflanzenpathogenen Viren wie Subterranean
Clover Stunt Virus und Coconut Foliar Decay Virus eine Ubereinstimmung
festgestellt werden (Meehan et al.,, 1997). Zu Columbid Circovirus lag nur eine
Ubereinstimmung des Genoms von weniger als 40 % vor, zu Canary Circovirus zu
53 % (Mankertz et al., 2000b; Todd et al., 2001a).
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2.3. Morphologie, Eigenschaften

Porzines Circovirus ist ein unbehulltes Virus, das eine einzelstrangige, zirkulare
DNA mit einem Molekulargewicht von 0,58 x 10° besitzt. Das Virus weist einen
Diameter von 17 £ 1,3 nm und ein Molekulargewicht des Kapsidproteins von
36 000 auf (Ellis et al., 1998; Tischer et al., 1982).

Die komplette Nukleotidsequenz betragt fur PCV1 1 758-1 760 Basenpaare, fur
PCV2 1 767-1 768 Basenpaare (Fenaux et al., 2000; Hamel et al., 1998; Mankertz
et al., 2000a; Meehan et al., 1997).

Die Ubereinstimmung der Nukleotidsequenz innerhalb PCV2 betragt mehr als
96 %, innerhalb PCV1 mehr als 98 % und von PCV2 zu PCV1 68-80 % (Hamel et
al., 1998; Meehan et al., 1998).

In mehreren Studien wurde Uber verschiedene Genotypen von PCV2 berichtet, die
von den Autoren unterschiedlich benannt worden waren. Deshalb versuchten
Segales et al. (2008) ein einheitliches System aufzustellen. Nach diesem wurde
PCV2 in PCV2a, PCV2b und PCV2c unterteilt. PCV2a wurde v. a. von 1997-2003
in Betrieben, in denen z. T. PMWS auftrat, festgestellt und PCV2b ab 2004.
PCV2c wurde in danischen Schweinen gefunden. Es scheint eine Kreuzimmunitat
zwischen PCV2a und PCV2b zu bestehen (Opriessnig et al., 2010). Wie auch
Segales et al. (2008) stellten Kim et al. (2011) fest, dass in dem Zeitraum von
2000 bis 2008 in 540 untersuchten Lymphknoten eine Abnahme von PCV2a und
eine Zunahme von PCV2b zu verzeichnen war. Daneben konnten Kombinationen
innerhalb eines Virus von PCV2a und PCV2b festgestellt werden (Trible and
Rowland, 2012).

Sechs open reading frames (ORFs) kodieren flr Proteine.

Das von ORF1 kodierte Protein weist die grof3te molekulare Masse auf (Meehan et
al., 1998). Es ist fur die Replikation der viralen DNA essentiell (Nawagitgul et al.,
2000a).

ORF1 von PCV2 ist 942 bp lang und kodiert fir ein 314 Aminosauren langes
Protein, wohingegen ORF1 von PCV1 936 bp lang ist und ein Protein von 312
Aminosauren kodiert. ORF1 weist eine Nukleotidhomologie von 82 % - 83 %
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zwischen PCV1 und PCV2 auf. Die Homologie innerhalb von PCV2 oder PCV1
betragt 96 % bzw. 99 %.

Das von ORF1 kodierte Protein hat die am starksten konservierte Sequenz aller
Virusproteine. Dies Uberrascht nicht, da das Protein fur die Virusreplikation
essentiell ist (Hamel et al., 1998; Mankertz et al., 2000a; Meehan et al., 1997;
Meehan et al., 1998; Morozov et al., 1998).

ORF2 kodiert fUr ein Protein, das fur die Bildung des Kapsids zustandig ist und

ahnelt einem Protein des Chicken Anaemie Virus (Nawagitgul et al., 2000a).

Der ORF2 von PCV2 kodiert fur ein 233 und der von PCV1 fur ein 230-231
Aminosauren langes Protein. Das Kapsidprotein zeigt mit 62 % nach Mankertz et
al. (2000a) bzw. mit 67 % nach Morozov et al. (1998) eine geringere Homologie
zwischen PCV1 und PCV2 als ORF1, weshalb es sich fir den alleinigen Nachweis
von PCV2 eignet (Zhao et al., 2010). Innerhalb von PCV2 bzw. PCV1 zeigt das
Protein eine Ubereinstimmung von 90 % bzw. 94 %. Daher wurde ein
Zusammenhang zwischen der Variation des Kapsidproteins und der Virulenz von
PCV2 vermutet (Fenaux et al., 2000; Mankertz et al., 2000a; Morozov et al., 1998).

So konnten Grau-Roma et al. (2008) PCV2 in 2 Genotypen auf Grundlage von
verschiedenen ORF2 Sequenzen einteilen. Alle Schweine aus Betrieben, in denen
PMWS aufgetreten war, konnten in Gruppen 1 eingeordnet werden, oder zeigten
das Vorliegen beider Genotypen, wahrend bei Schweinen aus Betrieben ohne
PMWS Ausbriche Genotyp 2 gefunden wurde.

Das von ORF3 gebildete Protein soll laut einer Studie Apoptosen auslosen (Liu et
al., 2005). In infizierten Zellen, bei denen das ORF3-Gen ausgeschaltet wurde,
sinkt die Apoptoserate signifikant, wobei dies nicht in anderen Untersuchungen
bestatigt werden konnte (Gillespie et al., 2009). In PCV2 ist ORF3 315 bp lang, in
PCV1 612 bp. AuRerdem betragt die Homologie der Aminosauren lediglich 62 %
zwischen PCV2 und der korrespondierenden PCV1-Region (Liu et al., 2005).

Royer et al. (2001) probierten verschiedene Desinfektionsmittel in einem in vitro
Modell aus. Dabei fuhrten Phenole, quaternare Ammoniumverbindungen sowie
Oxidationsmittel zu einer signifikanten Reduktion von PCV2-Virus, wohingegen
Alkohol, Jod, Formaldehyde und Chlorhexidine wirkungslos blieben.



Literaturiibersicht

2.4. Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS)

1996 wurde eine neue Krankheit bei Schweinen in Kanada beschrieben:
Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) (Harding and Clark,
1997).

Innerhalb von 6-8 Monaten stieg die Zahl betroffener Bestande an und es konnten
weitere Falle in Amerika und Europa festgestellt werden (Harding and Clark,
1997; Segales et al., 1997).

Aufgrund des relativ unspezifischen klinischen Bildes und des Nachweises von
PCV2 auch in gesunden Tieren mussen folgende drei Kriterien erfullt sein, um die

Diagnose ,PMWS* stellen zu kénnen:

1. Klinik (Abmagerung bzw. reduzierte Gewichtszunahme eventuell in Verbindung

mit Dyspnoe und lkterus)

2. Pathologisch-histologische Befunde (Lymphozytendepletion und
Makrophageninfiltration vor allem in den lymphatischen Organen und der Lunge

und weniger haufig in Leber, Niere, Pankreas und Darm)
3. Nachweis von PCV2 innerhalb der Lasionen

(Sorden, 2000)

2.4.1. Klinik

Die unspezifischen klinischen Symptome konnten bei 5-17 Wochen alten Ferkeln
oder 2-3 Wochen nach dem Absetzen festgestellt werden. Als Leitsymptom galt
eine Abmagerung der Tiere. Sehr haufig konnten Dyspnoe (durch eine interstitielle
Pneumonie) und vergréRerte Lymphknoten diagnostiziert werden. Diarrhoe (durch
eine fokale nekrotisierende Enteritis und teils atonische Darmabschnitte) und
Blasse (durch Blutungsanamie aufgrund Magenulzera) kamen haufig und lkterus
(durch Lebernekrosen) weniger haufig vor (Allan and Ellis, 2000; Harding and
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Clark, 1997; Harding, 2007; Kim et al., 2002; Nielsen et al., 2008; Segales et al.,
1997; 2000).

Nicht immer konnten alle oben aufgefuhrten Symptome bei einem Tier beobachtet
werden. Bei einer Untersuchung des Bestandes war meist jedoch das gesamte
klinische Bild vorhanden (Harding, 2004).

Durch Koinfektionen konnten die klinischen Symptome variieren (Chae, 2004).

2.4.2. Pathologische Befunde

Da die klinisch erhobenen Befunde nicht eindeutig eine Erkrankung an PMWS
bewiesen, war die pathologische Untersuchung ein wichtiger Bestandteil der

Diagnosestellung (Segales et al., 2004).

2.4.2.1. Pathologisch-anatomische Befunde

Als Allgemeindiagnosen konnten Anamie und lkterus festgestellt werden. Bei
Schweinen, die einen chronischen Krankheitsverlauf zeigten, lag eine Kachexie
mit Atrophie des Fett- und Muskelgewebes vor (Harding and Clark, 1997; Segales
et al., 2004).

Die Lymphknoten wiesen eine VergroRerung auf. Vor allem die Inguinal-,
Mesenterial-, Bronchial- und Mediastinallymphknoten waren betroffen. Selten
konnte eine multifokale bis konfluierende, nekrotisierende Lymphadenitis
festgestellt werden (Chianini et al., 2003; Harding and Clark, 1997; Rosell et al.,
1999; Segales et al., 2004).

Ein nicht vollstandiges Kollabieren der hellen Hauptlappen der Lunge mit einer
derberen Konsistenz kranioventral konnte beobachtet werden (Chianini et al.,
2003; Rosell et al., 1999).

Die Milz war von fleischiger Konsistenz und vergroliert, die Leber gelb-orange
marmoriert. Meist waren die Nieren ohne besonderen Befund und wiesen selten
eine VergroRerung oder helle subkapsulare Herde auf (Chianini et al., 2003;
Harding and Clark, 1997).
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In Magen und Darm konnte eine ulzerative Gastritis mit Odematisierung der
Magenwand, eine Parakeratose des Mageneingangs, Odematisierung der
Zakumwand und flissiger Darminhalt gesehen werden (Chianini et al., 2003;
Harding and Clark, 1997; Rosell et al., 1999).

Die oben beschriebenen Bronchopneumonien und Magenulzera waren vermutlich
durch bakterielle Sekundarinfektionen bedingt (Chianini et al., 2003; Segales et al.,
2004).

Da die oben aufgefuhrten pathologisch-anatomischen Veranderungen nicht
spezifisch fur PMWS sind, sollte erst beim Auftreten des gesamten Spektrums an

Lasionen der Verdacht auf PMWS geauliert werden (Segales et al., 2004).

2.4.2.2. Pathologisch-histologische Befunde

Die Hauptveranderung bei einer Erkrankung an PMWS findet sich im
lymphatischen Gewebe in Form einer Lymphozytendepletion sowie einer
Histiozytose (Chianini et al., 2003; Segales et al., 2004).

In Tonsillen und Lymphknoten wurden eine Lymphozytendepletion im B-Zell- und
im T-Zell-Bereich sowie eine Infiltration an Histiozyten und eine Reduktion der
Lymphfollikel beschrieben. Im lymphatischen Gewebe waren verstreut liegende
eosinophile Granulozyten, mehrkernige Riesenzellen (vor allem in den
Keimzentren), Mitose- und Apoptosefiguren sowie bei 2 % der PMWS-erkrankten
Tiere eine nekrotisierende Lymphadenitis sichtbar (Chianini et al., 2003; Galindo-
Cardiel et al., 2011; Harding and Clark, 1997; Rosell et al., 1999; Segales et al.,
2004).

Ebenso konnten in der Milz eine Lymphozytendepletion sowie eine Histiozytose
mit Riesenzellen in den periarteriellen Lymphozytenscheiden (PALS) und in den
Follikeln vorliegen (Harding and Clark, 1997; Rosell et al., 1999).

Eine multifokale bis diffuse interstitielle Pneumonie mit lymphohistiozytarer
Infiltration sowie Granulome mit gelegentlichem Auftreten von mehrkernigen
Riesenzellen wurden in der Lunge gesehen. Eine Obturation der Bronchien durch
eine partielle oder vollstandige Ablosung des Bronchialepithels konnte

vorkommen. Aufgrund bakterieller Sekundarinfektionen wurde eine Exsudation
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von neutrophilen Granulozyten in die Bronchien, Bronchiolen und Alveolarraume
beobachtet (Chianini et al., 2003; Harding and Clark, 1997).

In der Leber lagen eine mononukleare Infiltration der Portalzone und
Lebersinusoide und gelegentlich eine Atrophie des Gallengangsepithels mit
perilobularer Fibrose vor. In der frihen Phase der Erkrankung war es maglich,
Einzelzellnekrosen mit apoptotischen Korperchen (Councilman-Korperchen) und in
der spaten Phase eine Schwellung und Vakuolisierung des Zytoplasmas der
Hepatozyten mit Karyomegalie festzustellen (Harding and Clark, 1997; Hirai et al.,
2003; Rosell et al., 1999; 2000).

Im Gastrointestinaltrakt konnten eine lymphohistiozytare Infiltration der Magen-,
Zakum- und Kolonschleimhaut sowie Odeme in der Submukosa und eine
Ablosung des Drusen- oder Kryptenepithels vorkommen. Mehrkernige
Riesenzellen lagen im Bindegewebe der Darmzotten vor. Die Peyer-Plaques
wiesen eine Lymphozytendepletion und Histiozyteninfiltration auf (Chianini et al.,
2003; Harding and Clark, 1997; Rosell et al., 1999). Eine lokale Atrophie des
Drusenepithels und eine lymphohistiozytare Infiltration lagen im Interstitium des
Pankreas vor (Harding and Clark, 1997).

Im Nierenparenchym konnten Aggregate an Lymphozyten, Histiozyten und
eosinophilen Granulozyten im Interstitium festgestellt werden. Dort fanden sich
auch Odeme mit Fibroblastenproliferation (Chianini et al., 2003; Harding and
Clark, 1997; Sarli et al., 2008).

Selten konnte im Gehirn eine mononukleare Meningoenzephalitis sowie in Herz
oder Nebenniere eine Iymphoplasmazytare Myokarditis bzw. Adrenalitis

diagnostiziert werden (Rosell et al., 1999).

Charakteristisch fur eine Infektion mit PCV2 war das Vorkommen von
intrazytoplasmatischen, magenta bis basophil gefarbten Einschlusskérperchen, bei
denen es sich um eine Anhaufungen von Viren handelt (Ellis et al., 1998; Harding
and Clark, 1997; Kiupel et al, 1998; Stevenson et al, 1999). Die
Einschlusskoérperchen sind scharf abgegrenzte, einzeln oder multipel liegende,
traubenartige Einschlisse und kommen meist in Histiozyten vor (Chianini et al.,
2003; Ellis et al., 1998).
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Einschlisse befanden sich in Histiozyten in Lymphknoten, Tonsille, Milz und
Peyer-Plaques des lleums. Auch in Bronchialepithel, Hepatozyten, Kupfferzellen,
mehrkernigen Riesenzellen und im Epithel der Nierentubuli konnten Einschlisse
gefunden werden (Allan et al., 1998; Harding and Clark, 1997; Hirai et al., 2003;
Huang et al., 2008; Kim and Chae, 2004; Rodriguez-Carino and Segales, 2009).
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2.5. Pathogenese

Circoviren sind aufgrund des kleinen einzelstrangigen Genoms auf zellulare
Enzyme zur DNA-Replikation angewiesen. Da die bendtigte zellulare DNA-
Polymerase nur wahrend der S-Phase des Zellzyklus exprimiert wird, benotigt das
Virus mitotisch aktives Gewebe (Tischer et al., 1987; Truyen et al., 2000).

Sanchez et al. (2003) infizierten Schweine intrauterin und postnatal. Dabei zeigte
sich eine Anderung des Zelltropismus. Wahrend im fetalen Tier Hepatozyten,
Makrophagen und am meisten Kardiomyozyten betroffen waren, anderte sich die
Verteilung postnatal, als vor allem Makrophagen infiziert wurden. Eine zunachst
von den Autoren aufgestellte Hypothese, dass dies in Zusammenhang mit der
unterschiedlichen postnatalen Zellteilungsrate stinde, wurde von diesen selber
widerlegt und es wurde postuliert, dass andere, unbekannte zellulare Faktoren

eine Rolle spielen mussten.

Zwei Wege wurden fur die Virusaufnahme in die phagozytierenden Zellen
vorgeschlagen. Erstens wurde vermutet, dass PCV2 in das Zytoplasma der
Makrophagen durch Phagozytose anderer, infizierter Zellen gelangt (Shibahara et
al., 2000). Die zweite Ansicht postulierte das Vorhandensein von PCV2-
spezifischen Rezeptoren auf der Oberflache von Makrophagen, die dem Virus die
Penetration in das Zytoplasma ermdglichen. Solche Rezeptoren konnten bisher

jedoch nicht gefunden werden (Darwich et al., 2004).

Unklar ist bisher, wo das Virus repliziert wird. Rodriguez-Carino et al. (2009; 2010)
postulieren, dass die Virusreplikation in den Makrophagen an den Mitochondrien

erfolgt.

Aber nicht nur Makrophagen sind die Zielzellen bei einer PCV2-Infektion. Neben
Makrophagen kann auch in Lymphozyten eine Virusvermehrung erfolgen. Diese
sinkt jedoch ab dem 21. Tag post infectionem (Yu et al., 2007).

In histologischen Untersuchungen konnte eine Depletion im B-Zell-Bereich und im
T-Zell-Bereich diagnostiziert werden (Chianini et al., 2003; Yu et al., 2007).

Fur die Lymphozytendepletion wurden verschiedene Ursachen diskutiert. Nach
Mandrioli et al. (2004) ist die Lasion aufgrund einer Abnahme der Proliferation im
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Lymphgewebe in der frihen Phase der Infektion und nicht durch einen Anstieg der

Apoptose erklarbar.

Im Gegensatz dazu fuhrte eine Studie aus dem Jahre 2000 die Reduktion der

Lymphozyten auf Apoptosen dieser zuruck (Shibahara et al., 2000).

Auch im Blut PMWS-erkrankter Tiere lag eine Reduktion der T- und B-
Lymphozyten, mit einem Abfall von CD3*- und CD4"-Zellen vor. CD8"-Zellen
waren im Vergleich zu gesunden Tieren dagegen unverandert. Der Mangel an
CD4"-Zellen und die Umkehr des Verhaltnisses von CD4"- zu CD8"-Zellen sind
Kennzeichen fur Immundefizienzen bei Menschen und Katzen, die an Humanem
Immundefizienz-Virus (HIV) bzw. Felinem Immundefizienz-Virus (FIV) erkrankt
sind (Segales et al., 2001).

Eine Ursache fur die Immundefizienz bei PMWS-Erkrankten kdénnte die
beeintrachtigte Antigenprasentation durch eine reduzierte MHC-II Expression sein.
Dies erschien Mandrioli et al. (2006) als Ursache wahrscheinlicher als die

Abnahme der Lymphozyten.

Eine weitere wichtige Rolle bei der Erkrankung an PMWS spielte die passive
Immunitat. Durch diese konnte ein Ausbruch von PMWS zwar verhindert werden,
jedoch nicht eine subklinische Infektion. Die Verteilung und Persistenz des Virus
im Gewebe schien von der Menge an Antikdrpern zum Zeitpunkt der Infektion

abzuhangen (Ostanello et al., 2005).

Eine Ubertragung des Virus fand vertikal und horizontal statt, letzteres vor allem
oro-nasal (Hamel et al., 2000; Harding, 2004), wobei sogar in Musca domestica
(GroRRe Stubenfliege) und Hausschweinen aus dem selben Betrieb identische

ORF2-Sequenzen gefunden wurden (Blunt et al., 2011).

6 % der klinisch gesunden Eber wiesen PCV im Sperma auf (Hamel et al., 2000).
In mannlichen Ferkeln von Sauen, die mit PCV2 kontaminiertem Sperma
befruchtet worden waren, konnte in den Reproduktionsorganen PCV2-Antigen
nachgewiesen werden (Gava et al., 2008).

Da Yang et al. (2003) im Kot von Schweinen, die klinisch keine Enteritis zeigten,

trotzdem PCV2 fanden, vermuteten sie zusatzlich eine fako-orale Ubertragung.
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Im Vergleich zu anderen Geweben enthielten die Bronchiallymphknoten in einer
Studie von Yu et al. (2007) die hoéchsten Virusgehalte. Dies fuhrten die Autoren
darauf zuruck, dass die Schweine intranasal infiziert worden waren und die PCV2-
Replikation in den Lymphknoten beginnt, die der Infektionsstelle am nachsten
sind. Dieses Lymphgewebe spielte eine grol3e Rolle fur die Persistenz im Wirt. Die
weitere Verbreitung im Korper erfolgte Uber den Blutweg.

Nach Krakowka et al. (2001) siedeln sich die Viren bei einer oro-nasalen Infektion
in den regionalen Histiozyten des Oropharynx ab. Danach kommt es zu einer

Replikation in diesen.

Antikorper gegen PCV2 konnten ab 2 Wochen post infectionem nach Bolin et al.
(2001) bzw. 3 Wochen post infectionem nach Nawagitgul et al. (2000a) festgestellt

werden.

Es war mdglich das Virus in Nasen-, Rachen-, Rektum- und Tonsillentupfern, in
Kot und Blut bereits kurz nach der Infektion nachzuweisen (Bolin et al., 2001;
Shibata et al., 2003; Tischer et al., 1986). Der Nachweis gelang mindestens 140
Tage post infectionem bis zum Ende der Studie (Opriessnig et al., 2010) .
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2.6. Kofaktoren

Lange Zeit wurde diskutiert, ob die alleinige Infektion mit porzinen Circoviren zu
einer Erkrankung an PMWS flhren kann. Deshalb wurden in verschiedenen

Studien Infektionsversuche mit PCV und Koinfektionen durchgefuhrt.

Dabei wurde festgestellt, dass eine Infektion mit PCV1 und/oder PPV (porzinem
Parvovirus) nicht zu PMWS fluhrte (Allan et al., 2004).

Durch die Infektion mit PCV2 alleine konnte in einigen Studien keine, in anderen
Studien jedoch eine Erkrankung an PMWS hervorgerufen werden (Allan et al.,
2004; Kim et al., 2002; Opriessnig et al., 2004; Pallares et al., 2002).

Diese widerspruchlichen Ergebnisse fuhrten Rovira et al. (2002) auf die
Verwendung verschiedener Stamme, die Virusdosis, die Passageanzahl der Viren
in der Zellkultur vor Infektion, das Alter der Versuchstiere, die Eintrittspforte der
Infektion und auf die Aufzucht der Versuchstiere (Feldbedingungen, gnotobiotisch,

mit oder ohne Kolostrumfutterung, Geburt via Kaiserschnitt) zurtck.

Tiere, die mit einer Kombination von PPV / PRRSV (porzines Reproduktives und
Respiratorisches Syndrom Virus) / Mycoplasma hyopneumoniae / Swine Influenza
Virus / Streptococcus suis / Pasteurella multocida / Hamophilus parasuis /
Actinobacillus pleuropneumoniae und PCV2 infiziert wurden, zeigten deutliche
PMWS-typische Lasionen (Allan et al., 2004; Kim et al., 2002; Opriessnig et al.,
2004; Pallares et al., 2002; Wallgren et al., 2007).

Lediglich bei 2 % (9/484) (Pallares et al., 2002) bis 15 % (Chae, 2004) der PMWS-
Falle konnte eine alleinige PCV2-Infektion gefunden werden. Es wurden
widerspruchliche Ergebnisse erhoben, ob eine gleichzeitige Immunstimulation zu
einem Ausbruch an PMWS fuhrte (Allan et al., 2004; Krakowka et al., 2001; Rose
et al., 2012).

Eine Verschlimmerung der Klinik durch eine Beteiligung von schlechten
Haltungsbedingungen wie Luftzug, Uberbelegung und Zusammenlegung
verschiedener Altersklassen wurde bereits bei den ersten Beschreibungen von
PMWS diskutiert (Harding and Clark, 1997).
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Mittlerweile wurde anerkannt, dass eine alleinige Infektion mit PCV2 zu PMWS
fuhren kann und somit PCV2 das ursachliche Agent darstellt und die Henle-Koch-
Postulate erfullt werden konnen, aber die Lasionen durch Kofaktoren verstarkt
werden (Allan et al., 2004; Kennedy et al., 2000; Krakowka et al., 2001). Jedoch
ist der exakte Mechanismus, weshalb es zu einer Beeinflussung der PCV2-

Infektion durch Kofaktoren kommt, bisher unklar (Opriessnig and Halbur, 2011).
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2.7. Epidemiologie

PCV2 wurde in Nord- und Sudamerika, Europa, Afrika, Asien und Australien
beschrieben (Choi and Chae, 1999; Drew et al.,, 2004; Finlaison et al., 2007,
Harding and Clark, 1997; Liu et al.,, 2002; Segales et al., 1997). Durch die
phylogenetische Analyse der in verschiedenen Gegenden vorkommenden
Virusstamme konnte z. T. eine Verwandtschaft von Virusstdmmen mit denjenigen
in Nachbarlandern festgestellt werden. Dies liel3 sich aufgrund des Ex- und
Imports von Schweinen erklaren (Lipej et al., 2005). Uberraschenderweise gab es
innerhalb gleicher geographischer Regionen aber auch deutliche Unterschiede in

den Genomsequenzen (Fenaux et al., 2000; Maldonado et al., 2004).

Retrospektiv konnte bis 1970 PCV2 in England, in Deutschland bis 1962 PCV2
und bis 1985 PMWS nachgewiesen werden. In den untersuchten Schweinen
wurde von 1961 bis 1984 lediglich bei 3 % (10/361) Antigen nachgewiesen. Dieser
Wert stieg bei Tieren im Untersuchungszeitraum 1985 bis 1998 auf 32 % an
(27/84). Die Vermutung, dass PMWS durch einen neuen oder modifizierten
Virusstamm ausgel6st wirde, wurde in einigen Studien durch die hohe genetische
Ahnlichkeit zwischen den &lteren Isolaten, bevor PMWS-Erkrankungen auftraten,
und den Isolaten aus aktuell Erkrankten widerlegt (Grierson et al., 2004; Jacobsen
et al., 2009). Auch Allan et al. (2002) wiesen nach, dass PCV2, das aktuell PMWS
auslost, sich bereits einige Zeit in der Schweinepopulation befand, ohne eine
Erkrankung hervorzurufen. Dem widerspricht eine Arbeit von Krakowka et al.
(2011). Sie fanden einen Unterschied der Sequenz zwischen dem Virus aus den
Jahren 1970-1971 und dem Virus aus der heutigen Zeit in neun Basen, der fur die

Virulenz von PCV2 verantwortlich erscheint.

Antikorper gegen PCV1 wurden 1986 in Seren von 77 % - 95 % der untersuchten
Schlachtschweine in Deutschland nachgewiesen. Circa 60 % der positiven Tiere
hatten einen Titer, der ahnlich dem von experimentell infizierten Tieren 2-3
Wochen post infectionem war. Dies liel® den Ruckschluss zu, dass die Tiere sich
wahrend der Mast infiziert hatten. Aber nicht nur junge Schweine wiesen
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Antikorper auf. Auch 83 % der 2-3 jahrigen Laborschweine waren positiv, jedoch

mit niedrigeren Titern (Tischer et al., 1986).

Um die Pravalenz von PCV1 und PCV2 in Deutschland in Schweinen, die nicht an
PMWS erkrankt waren, zu ermitteln, wurden Blut, Lungen- und Milzproben
untersucht. PCV1 wurde zu 5 % und PCV2 zu 27 % mittels PCR im Jahre 1998
nachgewiesen (Mankertz et al., 2000a). Eine in Deutschland durchgefuhrte
Befragung von Tierarzten ergab, dass die Anzahl an PMWS-Erkrankungen im
Jahre 2003 laut 32 % der Tierarzte zugenommen hatte, laut 23 % konstant
geblieben wéare und laut 45 % aufgrund der Anderungen im Management
abgenommen  hatte. In  Regionen mit hoher Schweinedichte in
Nordwestdeutschland und in intensiven Schweinehaltungen in Ostdeutschland
waren weniger Schweine an PMWS erkrankt als in kleineren und weniger
strukturierten Haltungen in Sud- und Mitteldeutschland sowie in Schleswig-

Holstein (grofRe Beilage and Brakmann, 2004).

Die ersten Falle von PMWS waren in Betrieben verschiedener Grof3e von 50 bis
1200 Schweinen aufgetreten (Harding and Clark, 1997). Haufig waren Betriebe
betroffen, die frei von Krankheiten waren, die Darm- oder Atemwegsprobleme
verursachen, wie zum Beispiel Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Salmonellose und Schweinedysenterie (Harding and Clark,
1997).

Die Morbiditat betrug 5 % - 10 % (Sorden, 2000).

Die Mortalitat stieg in Betrieben auf 10 % - 25 % bei einem akuten Ausbruch an. In
endemisch infizierten Herden waren die Morbiditat und Mortalitat geringer (Chae,
2004; Harding and Clark, 1997).

Nach dem Auftreten von PMWS kann nach Wallgren et al. (2007) ein Bestand
wieder als frei betrachtet werden, wenn 4 Monate lang der Produktivitatslevel wie

vor der Erkrankung erreicht wurde.

Neben Schweinen konnte auch in anderen Spezies PCV nachgewiesen werden. In
einer von Tischer et al. (1995) durchgefluihrten Studie blieb unklar, ob die

Antikdrper, die im Serum von Menschen, Mausen und Rindern gefunden worden
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waren, eine Infektion mit PCV1 anzeigten, oder eine Infektion mit einem Virus
vorlag, dass PCV-ahnliche Epitope aufwies. In einer Studie von Lorincz et al.
(2010) wiesen Mausen und Ratten ahnliche PCV2 Sequenzen wie untersuchte
Schweine aus demselben Betrieb auf. Dadurch stellt sich die Frage, inwieweit eine
Ubertragung von PCV2 durch Nager erfolgt. Nayar et al. (1999) fanden in Lungen-
und Abortproben von Rindern und einem Bison Viren, die eine Nukleotidhomologie
von 99 % mit PCV2 aufwiesen und von den Autoren zunachst bovines Circovirus

genannt wurden.
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2.8. Porzines Circovirus 2 (PCV2) beim Wildschwein

Tischer et al. untersuchten 1986 sechs circa 8 Monate alte, in Grunewald
geschossene Wildschweine auf das Vorliegen von PCV. 5 der Tiere wiesen

neutralisierende Antikdrper auf.

PMWS wurde das erste Mal 2003 bei einem Wildschwein in Deutschland
nachgewiesen (Schulze et al., 2003). Ein 10 Monate alter Keiler mit sehr

schlechtem Ernahrungszustand war in Brandenburg tot aufgefunden worden.

In der Sektion fielen vergroRerte, blutig imbibierte Lymphknoten, Petechien im

Lungenparenchym und ein hochgradiges alveolares Odem auf.

Bei der histologischen Untersuchung konnte in den Lymphknoten eine
lymphatische Depletion, Histiozytose, Bildung synzytialer Zellen, eine purulente
Lymphadenitis, Blutresorption und Nekrosen diagnostiziert werden. In der Milz
wies die rote Pulpa eine hochgradige pulpose Hyperplasie und die weil’e Pulpa
eine lymphatische Depletion auf. In der Lunge waren Kapillarthromben, eine
fibrindse Pneumonie, eine Lymphozytendepletion im BALT und in der Leber

Nekrosen vorhanden.

Die Immunfluoreszenzmikroskopie, bei der ein Antiserum gegen PCV verwendet
wurde, ergab flachenhaft Fluoreszenzen, besonders in histiozytaren Zellen im
Bereich der Lymphfollikel. Eine PCR bestatigte die Infektion mit PCV2.

Die Lasionen entsprachen denen bei Hausschweinen. Ungewohnlich war jedoch
das hohe Alter des Wildscheins. Da keine klinischen Daten vorlagen, wurde die
Diagnose PMWS nur auf Grundlage der pathologischen Untersuchung und des

Virusnachweises gestellt.

Bei der bakteriologischen Untersuchung des Keilers konnte Salmonella
choleraesuis var. Kunzendorf nachgewiesen werden. Dies ist eine Infektion, die
nach Schulze et al. (2003, 2004) selten bei Wildschweinen vorkommt. Eventuell
diente diese Erkrankung als auslosender Faktor.
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Wahrend der Jagdsaison 2003/2004 wurden 238 Milzproben von Wildschweine
aus Hessen und Rheinland-Pfalz von Knell et al. (2005a, b) beprobt und mittels
PCR untersucht. 62 % (147/238) der Tiere wiesen weder eine Infektion mit PCV1
noch mit PCV2 auf. 20 % (48/238) waren mit PCV1, 16 % (39/238) mit PCV2 und
2 % (4/238) mit PCV1 und PCV2 infiziert.

Da vor allem jungere Tiere betroffen waren, wurde eine hohere Empfindlichkeit

jungerer Tiere gegenuber einer Infektion vermutet.

Die komplette Nukleotidsequenzanalyse des PCV2 eines Tieres ergab eine
Genomlange von 1767 Nukleotiden. Damit wies diese im Vergleich mit den
meisten anderen PCV2-Sequenzen ein Nukleotid weniger auf. Die hdchste

Ubereinstimmung gab es mit einer PCV2-Sequenz aus China.

Mittels PCR konnte in Osterreich, Ungarn, Slowenien und Rumanien PCV2 bei
Wildschweinen nachgewiesen werden. Es wurden Kkeine pathologisch-
histologischen Untersuchungen durchgefuhrt (Cadar et al., 2010; Csagola et al.,
2006; Exel et al., 2004; Toplak et al., 2004).

In Osterreich wurden Mesenteriallymphknoten von 28 Wildschweinen auf das
Vorliegen von PCV1, PCV2 und PPV untersucht. 3 Tiere wiesen PCV1, 13 Tiere
PCV2 und 25 Tiere PPV auf. Die Tiere zeigten keine PMWS-typischen

makroskopischen Veranderungen (Exel et al., 2004).

In Ungarn wurden 307 Tiere untersucht, von denen 21 % PCV2-positiv waren. Die

Genome waren 1767 bis 1768 Basenpaare lang (Csagola et al., 2006).

Die slowenische Studie ergab, dass von 32 untersuchten Milzproben 8 PCV2-
positiv waren. Darunter befanden sich 5 junge Tiere mit einem Korpergewicht von
12-28 kg und 3 altere Tiere, 1-2 Jahre alt, 58 kg, 62 kg und 92 kg wiegend. Eine
Befragung der Jager beziglich zuvor bemerkter klinischer Anzeichen ergab kein

Ergebnis.

Der Nukleotidvergleich ergab, dass die in den Wildschweinen isolierten Stamme
von PCV2 verwandt mit PCV2-Stammen von Hausschweinen aus verschiedenen
Kontinenten waren (Toplak et al., 2004).

Im Vergleich zu Ungarn und Slowenien konnte in Rumanien in 469 Proben nur bei
14 % der Wildschweine PCV2 nachgewiesen werden (Cadar et al., 2010).
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2003 untersuchten Ellis et al. in Gattern (mit Management wie z. B.
Antibiotikagabe) lebende Wildschweine in Kanada. Die Klinik und die Pathologie
der erkrankten Tiere glich der erkrankter Hausschweine. PCV2 wurde mit Hilfe von

IHC und PCR nachgewiesen.

Acht ebenfalls in Gattern (mit Management wie z. B. Impfung) lebende
Wildschweine waren in Kroatien tot aufgefunden worden. In alle acht Tiere konnte
mittels PCR PCV2-Virusgenom nachgewiesen werden. Ein Tier zeigte daruber
hinaus Lasionen, so dass es als PMWS-erkrankt bewertet wurde. Bemerkenswert
war, dass 7 von 8 Tieren mit Salmonella choleraesuis, wie schon von Schulze et
al. (2003) beschrieben, infiziert waren (Lipej et al., 2007).

Ein weiteres an PMWS erkranktes Wildschwein wurde in einer spanischen Studie
aus dem Jahre 2004 beschrieben (Vicente et al., 2004) .

Von 656 in Spanien gejagten Tieren wiesen 48 % PCV2-Antikorper im Serum auf.
Es waren keine Zusammenhange mit dem Geschlecht oder dem Alter, jedoch mit
den Managementbedingungen zu finden. 56 Tiere, von denen eines im Alter von 6
Monaten abgemagert und tot aufgefunden worden war, wurden histologisch und
mittels ISH (In situ-Hybridisierung) untersucht. Das tot aufgefundene Wildschwein
stammte aus einem Betrieb mit intensivem Management und zeigte
Lymphozytendepletion sowie Histiozyteninfiltration im lymphatischen Gewebe. Das
Virusgenom konnte vor allem im Zytoplasma von Makrophagen im Lymphknoten,
Milz, Lunge und Leber in gro3er Menge nachgewiesen werden.

Zwei weitere Tiere wiesen PCV2-Nukleinsduren nur in Lymphknoten auf, die
restlichen 53 Wildschweine waren in der ISH negativ (Vicente et al., 2004).
Tiere, die unter farmahnlichen Bedingungen lebten, wiesen hohere Titer auf, als

frei lebende Tiere (Vicente et al., 2004).

Dies wurde auch von Ruiz-Fons et al. (2006) bestatigt. Antikbrper gegen PCV2
konnten in 58 % (n = 215) der Tiere aus umzaunten und in 28 % (n = 57) der Tiere

aus offenen Landereien diagnostiziert werden.

Ein ahnliches Ergebnis weist eine spanische Untersuchung der Sera von 818
Wildschweinen auf. Auch hier bestand ein signifikanter Unterschied zwischen
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Tieren, die aus umzaunten Gebieten stammten (56 % PCV2-Antigen positiv) und
Tieren, die aus freier Wildbahn stammten (29 % PCV2-Antigen positiv) (Boadella
et al., 2011).

Ein mannliches Wildschwein war moribund mit Abmagerung und Dyspnoe in
Griechenland aufgefunden worden. Das Tier wies bei der histologischen
Untersuchung eine Lymphozytendepletion, eine Histiozytose und Riesenzellen in
Lymphknoten auf. Zudem fanden sich eine interstitielle Pneumonie, eine
interstitielle Nephritis, mononukleare periportale Infiltrate und eine Fibrose in der
Leber sowie eine gering- bis mittelgradige fokale interstitielle Myokarditis. PCV2-
DNA konnte in Lunge, Herz, Darm und Lymphknoten nachgewiesen werden. Das
Tier wurde aufgrund der Summe der Befunde als erkrankt an PMWS eingestuft.
Drei Jahre zuvor war ein tragendes Wildschwein ebenfalls in Griechenland tot
aufgefunden worden. Dieses zeigte in der Milz, der Lunge und der Leber
histologische Lasionen, die auf eine Erkrankung an PMWS hindeuten. Dies wurde
durch den Nachweis von PCV2-DNA im Gewebe unterstutzt. Sogar im Uterus
konnte das Virus nachgewiesen werden, wobei PCV2-DNA nicht in den Feten
vorkam. Das Tier wurde aufgrund der histologischen Befunde und des
Nachweises von PCV2 im Gewebe als an PMWS erkrankt gewertet (Sofia et al.,
2008).

In Italien konnte von 16 Wildschweinen mittels PCR in 7 Tieren PCV2
nachgewiesen werden. In einem dieser Tiere waren gegen PCV2 gerichtete
Antikdrper mittels IHC nachweisbar. Dieses Tier zeigte blasse und vergroRerte
Bronchiallymphknoten. Die histologische Untersuchung ergab Koagulations-
nekrosen in der Tonsille und eine granulomatése Entzindung in den

Bronchiallymphknoten (Petrini et al., 2009).

Eine amerikanische Studie von Corn et al. (2009) wies mittels ELISA sowohl in
Nord (29/49) als auch Sud Carolina (86/120) Antikdrper gegen PCV2 in
Wildschweinen nach. Aufgrund der Ergebnisse wurde eine Ubertragung von

intensiv gehaltenen Tieren auf freilebende Wildschweine vermutet.
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In Brasilien zeigten 47 von 78 untersuchten Wildschweinen klinische Symptome
sowie makroskopische und histologische Befunde, die charakteristisch fur eine
Infektion mit PCV2 sind. Mittels Immunhistologie wurde in 29 Tieren PCV2-Antigen

nachgewiesen (Borba et al., 2011).
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2.9. PCVAD (PCV-assoziierte Krankheitsbilder)

PMWS ist nicht die einzige Erkrankung, die mit einer Infektion mit PCV2 assoziiert
werden kann. Daher wurden von der American Association of Swine Veterinarians
die Oberbegriffe PCVD (in Europa: PCV-diseases) / PCVAD (in Amerika: PCV-
associated diseases) eingefuhrt, die PMWS, PDNS (porzines Dermatitis und
Nephropathie Syndrom) und Reproduktionsstérungen sowie Erkrankungen der

Atemwege und des Darmtrakts zusammenfassen.

Entgegen der Vermutung, dass fur die verschiedenen PCV-assoziierten
Krankheitsbilder unterschiedliche PCV2-Typen verantwortlich sind, konnte eine
hohe Homologie der verschiedenen isolierten Genome von uber 90 % festgestellt
werden (Chae, 2005).

Neben PMWS wird derzeit bei folgenden Erkrankungen ebenfalls eine Beteiligung
von PCV2 diskutiert:

2.9.1. Porzines Dermatitis und Nephropathie Syndrom (PDNS)

Tiere im Alter von 1,5 bis 4 Monate zeigen multifokale, 1-20 mm im Durchmesser
grolRe bis konfluierende, gut umschriebene, leicht erhabene, dunkelrote
Hautlasionen. Der klinische Verlauf wird durch Fieber, Appetitlosigkeit und
Gewichtsverlust gepragt. Neben den Hautlasionen kann in der Sektion eine
Vergrolderung der Nieren mit roten, 2-4 mm gro3en Herden in der helleren Rinde
sowie eine VergroRerung der Nieren- und Inguinallymphknoten festgestellt
werden. Die charakteristischen histologischen Befunde sind eine hochgradige
nekrotisierende Vaskulitis der Haut und Nieren mit einer exsudativen
Glomerulonephritis. Die histologischen Lasionen sind charakteristisch fur eine Typ
3-Hypersensitivitat durch eine Ablagerung von Immunkomplexen in die Wand der
Glomerula und Gefale. Die Mortalitat kann bis zu 20 % betragen (Chae, 2005;
Harding, 2004).
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2.9.2. Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC)

Immer haufiger wurde in Schweine, bei denen eine Pneumonie vorlag, porzine
Circoviren nachgewiesen. Mit 22 % war PCV2 der zweithaufigste virale Erreger
nach PRRSV und vor Swine Influenza Virus im Jahre 2000. Erkrankte Schweine
im Alter von 16-22 Wochen zeigten verzdgertes Wachstum, Appetitlosigkeit,
Fieber, Husten und Dyspnoe. Histologisch konnten eine peribronchiale und
peribronchiolare Fibrose sowie eine Infiltration der Alveolarsepten mit
Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen festgestellt werden. Weiterhin lag
eine Hypertrophie der Typ 2-Pneumozyten vor. In den Alveolarraumen befand sich
reichlich Zelldetritus. Aufgrund der Uberlappung der histologischen Befunde bei
PMWS und PRDC ist der Lungenbefund alleine nicht aussagekraftig. Bei
zusatzlichem Auftreten von Lasionen in den lymphatischen Organen wurde PMWS
diagnostiziert. Waren die lymphatischen Gewebe unauffallig, wurde PRDC
diagnostiziert (Chae, 2005; Harms et al., 2002). Meist lagen Koinfektionen von
PCV2, PRRSV, Swine Influenza Virus, Mycoplasma hyopneumoniea,
Actinobacillus pleuropneumoniae und Pasteurella multocida vor (Chae, 2005).

2.9.3. Enteritis

40-70 Tage alte Schweine, die an einer mit PCV2 assoziierten Enteritis erkrankt
waren, zeigten Durchfall, der anfanglich gelblich gefarbt war und im Verlauf der
Erkrankung schwarz wurde. Es konnte vor allem in lleum und Colon eine
nekrotisierende Enteritis diagnostiziert werden (Jensen et al., 2006). Es lag im
Darm eine granulomatose Enteritis mit Lymphozytendepletion in den Peyer-
Plagues vor. Neben mehrkernigen Riesenzellen konnten intrazytoplasmatische
Einschlusskorperchen in  Makrophagen und MRZ gesehen werden. Zur
Abgrenzung von der Differentialdiagnose proliferative Enteritis (Lawsonia
intracellularis) diente der Nachweis PCV2-Antigen-positiver Zellen in der
Submukosa, der Lamina propria, in dem Kryptepithel und den Lymphfollikeln
(Chae, 2005; Jensen et al., 2006; Kim et al., 2004a).
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2.9.4. PCV2-assoziierte Reproduktionsstérungen

Vertikale Infektionen sind Uber Plazenta und Sperma mdglich. Es kdnnen
Mumifikation, embryonaler Tod und Aborte sowohl in der Mitte der Trachtigkeit als
auch am Ende auftreten. Zum Teil wurden Pneumonien und im Herzen
Degeneration oder Nekrose des Myokards mit Odem, Fibrose und Infiltration mit
mononukledren Entzindungszellen diagnostiziert. Jedoch treten nicht immer
Lasionen auf. Da PCV2 bei klinisch unauffalligen Tieren vorkommt, die nicht an
PMWS erkranken, ist es unklar, inwieweit der alleinige Nachweis von PCV2 in
abortierten Ferkeln als Abortursache zu werten ist (Chae, 2005; Gava et al., 2008;
Harding, 2004).

2.9.5. Kongenitaler Tremor

Eine Demyelinisierung im Gehirn und im Ruckenmark fuhrt bei Ferkeln zu
klonischen Krampfen und durch die Unfahigkeit zu saugen zum Tod. Bei Tieren
mit kongenitalem Tremor wurde in vielen Neuronen in Gehirn und Ruckenmark
PCV2 nachgewiesen (Chae, 2005; Harding, 2004).

Fur Chae (2005) blieb jedoch unklar, ob PCV2 das klinische Bild des kongenitalen

Tremors auslost .
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2.10. Nachweismethoden

Der Nachweis von DNA, Antigen, Antikdrpern oder Viruspartikeln von bzw. gegen
PCV2 kann mittels Polymerase chain reaction (PCR), In situ-Hybridisierung (ISH),
Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), Virusisolation,
Elektronenmikroskopie oder Immunhistologie (IHC) erfolgen.

Bei einem Vergleich der IHC und der ISH wies erstere nach McNeilly et al. (1999)
eine groflere Anzahl an positiven Zellen und ein starkeres Signal auf. Zu einem
ahnlichen Ergebnis gelangte eine polnische Studie, die eine hdhere Sensitivitat
und Spezifitdt der IHC im Vergleich zu der ISH ergab (Szczotka et al., 2011).
Wohingegen Kim et al. (2009; 2004) eine hohere Sensitivitat bei der ISH
feststellten. Es wurde diskutiert, dass die PCR sensitiver als die IHC oder die ISH
sei. Dies lag nach Meinung der Autoren darin begrundet, dass fur die PCR das
Virusgenom aus einer groleren Menge Gewebe isoliert wurde und damit mehr
Gewebe untersucht wurde als bei einem ca. 5 ym dicken Paraffinschnitt in der IHC
oder ISH (Calsamiglia et al., 2002; Kim and Chae, 2004). Jedoch korrelierte die
ISH besser mit dem Auftreten charakteristischer histologischer Lasionen. Daher
sei die ISH die bessere Nachweismethode im Vergleich zur PCR, um
Erkrankungen an PMWS zu diagnostizieren (Calsamiglia et al., 2002). Ebenso
wiesen Chae (2004) und Grierson et al. (2004) darauf hin, dass auch der
Antigennachweis mittels IHC der PCR uberlegen sei, da die PCR jede Infektion mit

PCV2 und damit auch subklinische Infektionen erfasse.

2.10.1. Virusisolation

Bei Inokulationen von tierischen Zellkulturen mit porzinem Circovirus konnten
keine zytopathogenen Effekte nachgewiesen werden. Es war moglich, das Virus in
permanenten Nierenzelllinien und in Zellkulturen von Makrophagen aus
verschiedenen Ursprungsgeweben, aber nicht in Zellkulturen aus B- oder T-
Lymphozyten vom Schwein zu replizieren. Auch Zellkulturen von Makrophagen

aus Rindern, aber nicht von Schafen, konnte das Virus infizieren (Allan et al.,

29



Literaturiibersicht

1994; Tischer et al., 1982). Eine Studie mit humanen Zellkulturen ergab, dass
porzine Circoviren verschiedene Zellkulturen infizieren konnten. PCV1 rief dabei
im Gegensatz zu PCV2 keinen zytopathogenen Effekt hervor (Hattermann et al.,
2004).

2.10.2. Elektronenmikroskopie

In der elektronenmikroskopischen Untersuchung konnten 15-17 nm grol3e
unbehtillte Viruspartikel gesehen werden (Allan et al., 1998; Ellis et al., 1998).

Stevenson et al. (1999) unterschieden im Zytoplasma von PK-15 infizierten
Nierenzellen 0,5 bis 5,0 ym grofe, scharf begrenzte, elektronendichte Einschlisse
und kleine 0,1 bis 0,5 ym grofRe, undeutlich begrenzte Einschlisse. Im Nukleus
lagen 0,1 bis 1,0 ym und 10-12 nm grolRe, nicht membrangebundene Einschlisse

VOor.

2.10.3. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Mittels ELISA konnten sowohl Antikorper als auch Antigene von Tieren in Amerika
und Europa nachgewiesen werden (McNeilly et al., 2001; Walker et al., 2000).
Bolin et al. (2001) und Nawagitgul et al. (2002) fanden 14 bzw. 21 Tage nach einer
Infektion PCV2-Antikorper. Truong et al. (2001) konnten 6 und 11 Wochen nach
der Inokulation bei spezifisch pathogenfreien Schweinen PCV2-Antikorper in 22 %
bzw. 100 % der Tiere nachweisen.

2.10.4. Polymerase chain reaction (PCR)

Durch die Anwendung verschiedener Primer besteht die Moglichkeit, Nukleinsaure
von PCV1 oder PCV2 oder beiden gleichzeitig nachzuweisen. Dies gelang mit
DNA, die aus lymphatischem Gewebe (Tonsille, Thymus, Peyer-Plaques, Milz,
Mesenterial-, Inguinal-, Bronchial- und Mediastinallymphknoten) und nicht-

lymphoidem Gewebe (Lunge, Sperma, Myokard, Niere, Leber, Glutealmuskulatur,
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Serum, Kot) gewonnen wurde (Hamel et al., 2000; MclIntosh et al., 2009; Quintana
et al., 2001). Mittels quantitativer Real-time-PCR kann die Virusmenge bestimmt
werden. Dabei fiel auf, dass in Tieren, die an PMWS erkrankt waren, signifikant
hohere Werte an viraler DNA nachgewiesen werden konnten, als in gesunden
Tieren (Liu et al., 2000; Mclntosh et al., 2009). Hohere PCV2-Mengen korrelierten
mit starkeren histologischen Lasionen, mit der Menge an nachgewiesenem

Virusgenom in der ISH und dem Auftreten von klinischen Erkrankungen.

Durch den Vergleich verschiedener Arbeiten wurde ein Schwellenwert fur die
Diagnosestellung ,PMWS* von 10”7 PCV2-Genomen/ml Serum postuliert. Bei
Tieren mit einer Infektion mit PCV2 oder PCV2 und PRRSV (porzines
Reproduktives und Respiratorisches Syndrom Virus) wiesen letztere mit 10° bis
10° eine signifikant hdhere PCV2-Kopienanzahl/ml Serum auf (Brunborg et al.,
2004; Harding et al., 2008; Olvera et al., 2004; Rovira et al., 2002).

Es wiesen allerdings auch einige gesunde Schweine Werte wie die erkrankten
Ferkel auf. Dies interpretierten die Autoren dahingehend, dass PCV2 flr eine
Erkrankung an PMWS zwar erforderlich, aber nicht alleine ausreichend war (Liu et
al., 2000).

2.10.5. In situ-Hybridisierung (ISH)

Mittels geeigneter Sonden konnte das Virusgenom im Gewebe nachgewiesen
werden. Ein positives Signal konnte in Histiozyten, lymphozytenahnlichen Zellen,
mehrkernigen Riesenzellen, Enterozyten, Kupfferzellen, Hepatozyten,
Entzindungszellen, Endothelzellen von Herzkapillaren sowie Epithelzellen der
Nierentubuli und des Pankreas gefunden werden (Choi and Chae, 1999; Kim and
Chae, 2003; Morozov et al., 1998; Rosell et al., 1999; Rosell et al., 2000).

Die betroffenen Gewebe waren lymphatische Gewebe, Leber, Herz, Lunge,
Nasenmuschel, Niere, Pankreas, Darm, Knochenmark und Nebenniere (Choi and
Chae, 1999; Morozov et al., 1998; Rosell et al., 1999).

Da PCV eine einzelstrangige DNA aufweisen, sind DNA-Sonden sicherer als RNA-
Sonden (Choi and Chae, 1999).
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Eine antisense RNA-Sonde fuhrte zu einer Anfarbung des Kernes, des
Zytoplasmas oder von beidem. Eine Sense-RNA-Sonde ergab lediglich ein Signal
im Kern der infizierten Zelle (Morozov et al., 1998). Ein starkeres Signal mit der
Antisense-Sonde lies sich erklaren, da diese mit der doppelstrangigen
Replikationsform der DNA, der mRNA und der einzelstrangigen DNA reagiert,
wohingegen die Sense-Sonde nur an die doppelstrangigen Replikationsform der
DNA binden kann (Nawagitgul et al., 2000b).

2.10.6. Immunhistologie

Die Immunhistologie ermoglicht den Nachweis des Vorkommens von PCV2-

Antigen und gleichzeitig dessen genaue Lokalisation im Gewebe.

Das Antigen war mittels direkter Immunfluoreszenz vor allem in Histiozyten und
Riesenzellen in verschiedenen Geweben nachweisbar. Da das Virus nicht in der
Lage war, die Kernmembran zu durchwandern und erst mit Abschluss der Mitose
in den Zellkern eindrang und sich folglich Antigen im Zytoplasma ansammelte, war
eine Markierung vor allem im Zytoplasma und nur selten im Kern vorhanden
(Rosell et al., 1999).

Gelegentlich war das Antigen auch in Lymphozyten nachweisbar. In der Lunge
konnten die mononuklearen Zellen im Interstitium, die Entzindungszellen in den
Bronchien und Alveolen, das respiratorische Epithel und selten die glatten
Muskelzellen ebenfalls ein Signal aufweisen. Auch in den glatten Muskelzellen der
Milztrabekel, den Hepatozyten, den Gallengangsepithelzellen, den Kupfferzellen,
den Epithelzellen der Nierentubuli, den mononuklearen Entzindungszellen in der
Niere und in den glatte Muskelzellen der Arteriolen in der Nierenrinde war das
Antigen nachweisbar. Weiterhin konnte das Antigen in dem Drusen- und
Gangepithel des Pankreas, in der Nebenniere und gelegentlich im Epithel von
Darmzotten vorkommen (Chianini et al., 2003; McNeilly et al., 1999; Rosell et al.,
1999).

In den Lymphknoten war die Farbeintensitat am starksten im Vergleich zu anderen
Geweben wie Lunge, Herz, Tonsille, Thymus, Milz, Darm, Leber, Niere und
Pankreas (Kim and Chae, 2004). Weiterhin erfolgte im Gegensatz zu
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Lymphgewebe, in dem das Antigen stets zu finden war, erst in spateren

Erkrankungsstadien ein Nachweis in Lunge, Leber und Niere.

Mit Ausnahme des Nierengewebes konnte eine Korrelation zwischen der Intensitat
des PCV2-Nachweises und der Schwere der histologischen Veranderungen
festgestellt werden (Becskei et al., 2010; Chianini et al., 2003; Rosell et al., 1999;
Sarli et al., 2008).

Im Gegensatz zur direkten Immunfluoreszenz, bei der sich Fluoreszenz-markierte
Antikdrper direkt an das PCV-Antigen binden, verwandten Allan et al. (1998; 1999)
in einer Studie indirekte Immunfluoreszenztests. Die Verwendung eines
monoklonalen Antikorpers fur den Nachweis von Isolaten aus erkrankten
Schweinen aus Amerika und gleichzeitig aus Frankreich war zunachst nicht
madglich. Ein Jahr spater beschrieben die Autoren die Verwendung eines weiteren
indirekten Immunfluoreszenztestes. Dabei reagierte das Antiserum, das gegen ein
PCV2-Isolat eines kanadischen Tiers gerichtet war, ebenso mit Isolaten aus
erkrankten europaischen Tieren. Eine Unterscheidung zwischen PCV1 und PCV2
war ebenfalls mdglich. Es konnte kein Unterschied zwischen der Verwendung von

monoklonalen Antikorpern oder polyklonalen Antiseren festgestellt werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Untersuchungsmaterial

3.1.1. Wildschweine

Deutschlandweit (mit Ausnahme der Stadtstaaten Hamburg und Bremen)
wurden wahrend den Jagdsaisons 2004/05 und 2006/07 bei 37 Jagden
insgesamt 356 Wildschweine beprobt (siehe Abbildung 1). Die Zuordnung vom
Aufbruch zum Stick wurde bei nicht-zentralem Aufbruch sichergestellt durch
Ohrmarken am Schwein sowie entsprechend markierte Tuten, die den Jagern

vorher ausgehandigt worden waren.

Gewicht, Alter (siehe Tabelle 1) und Geschlecht der Tiere wurden ermittelt. Die
entsprechenden Organgewebe wurde mit sterilen Einmalskalpellen und
Einmalhandschuhen 30 bis 120 Minuten nach Totung entnommen. Fur die
pathohistologische Untersuchung lagen von den 186 Tieren aus der ersten
Jagdsaison die Bronchiallymphknoten in 10 %igem Formalin fixiert vor. Soweit
moglich wurde von jedem der 170 Schweine aus den Jagden 2006/07 Proben
der Milz, der Tonsillen, aus dem dorsalen Bereich der Hauptlappen der Lunge,
der Mesenterial- und der Bronchiallymphknoten in neutralem, gepuffertem
Formalin (s. Anhang 9.1.) flr die pathohistologische und gefroren fur die

molekularbiologische Untersuchung gelagert (siehe Tabelle 2).
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Abbildung 1: Verteilung der untersuchten Tiere in Deutschland;
Anzahl der beprobten Hausschweine ()

Anzahl der beprobten Wildschweine ([ ])
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Tabelle 1: Zahnaltersschatzung der Wildschweine nach Stubbe (2001; 2004)

Alter in Monaten

Beschreibung

<1 i3 und ¢ im UK und OK vorhanden

1 p4 durch Zahnfleisch durchgebrochen

2 i1 voll entwickelt

3 p3 voll entwickelt, M1 Durchbruch

4 i2 voll entwickelt

5 P1 im Zahnfleisch ertastbar

6 M1 als Dauerzahn

7 c oder i3 wackelt

8 i3 ausgefallen

9 ¢ ausgefallen

. I3 voll entwickelt, M2 im Zahnfleisch ertastbar, P1
als Dauerzahn

11 M2 durch Zahnfleisch durchgebrochen

12 C als Dauerzahn

13 i1 wackelt

14 i1 ausgefallen

15 [1 voll entwickelt , p2-4 ausgefallen

16 P4 hat mindestens die halbe Hohe des M1 erreicht

(Fortsetzung und Legende s. nachste Seite)
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Tabelle 1 (Fortsetzung): Zahnaltersschatzung der Wildschweine

Alter in Monaten Beschreibung

17 P2-4 voll entwickelt

19 i2 wackelt, M3 im Zahnfleisch tastbar

20 i2 ausgefallen

21 12 voll entwickelt

24 M1 beginnt flachige Zahnabnutzung im OK und UK

26 M3 durchgebrochen

30 M3 als Dauerzahn

36 M2 Beginn der flachigen Abnutzung im UK

48 M1 flachige Abnutzung im UK

- M2 im OK und M3 im UK beginnt flachige
Abnutzung

72 M1 im OK flachig abgenutzt

84 M2 im UK flachige Abnutzung

- M2 im OK flachig abgenutzt, M3 im OK beginnt
flachige Abnutzung

108 M3 im UK flachig abgenutzt

GrolRbuchstaben:  Dauerzdhne; Kleinbuchstaben:  Milchzdhne; i/l:  Dentes incisivi
(Schneidezahne); c¢/C: Dentes canini (Eckzdhne); p/P: Dentes praemolares (vordere

Backenzahne); m/M: Dentes molares (hintere Backenzahne), OK: Oberkiefer, UK: Unterkiefer
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Tabelle 2: Probenanzahl von Wild- und Hausschweinen fur die
pathohistologische und immunhistologische Untersuchung
Lunge Milz Tonsillen MesLk BroLk
Wildschweine 164 168 130 162 298
Hausschweine 338 338 324 337 324

MesLk: Mesenteriallymphknoten; BroLk: Bronchiallymphknoten

3.1.2. Hausschweine

340 Hausschweine wurden an den Schlachthéfen Andernach, Giessen, Koln,
Kupferzell und Wirzburg untersucht. Die Herkunft und Stlckzahl der Tiere ist in
Abbildung 1 dargestellt. Fur jedes Tier wurden ein steriles Einmalskalpell und ein
neues Paar Einmalhandschuhe zur Probengewinnung benutzt. Aufgrund der
Zahnaltersschatzung nach Dyce et al. (1991) und Nickel et al. (1999) wurde das
Alter der Schweine beurteilt (siehe Tabelle 3). Das Schlachtgewicht wurde
entweder an einer Waage am Schlachtband direkt ermittelt oder im Rahmen der

Schlachtdaten vom Schlachthof zur Verfigung gestellt.

Es wurden sowohl Tiere, die zum menschlichen Verzehr geeignet waren
(n=309), als auch Tiere beprobt, die bei der Schlachttieruntersuchung ein
Schlachtverbot erhalten hatten (n = 31). Soweit moglich wurden von den
Hausschweinen Proben der Milz, der Tonsillen, aus dem dorsalen Bereich der
Hauptlappen der Lunge, der Mesenterial- und der Bronchiallymphknoten
entnommen und in neutralem, gepuffertem Formalin (s. Anhang 9.1.) fur die
pathohistologische und gefroren fur die molekularbiologische Untersuchung

gelagert (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 3: Zahnaltersschatzung der Hausschweine nach Dyce et al. (1991)
und Nickel et al. (1999)

Alter in Monaten Zahnformel Unterkiefer

0 (Geburt) i3, ¢ durchgebrochen

1 i1, p3, p4 durchgebrochen
2 p2 durchgebrochen

3 i2 durchgebrochen

4 P1 durchgebrochen

6 M1 durchgebrochen

GroRRbuchstaben:  Dauerzahne; Kleinbuchstaben:  Milchzahne; i/l Dentes incisivi

(Schneidezdhne); c¢/C: Dentes canini (Eckzahne); p/P: Dentes praemolares (vordere
Backenzahne);
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3.2. Histopathologische Untersuchung

3.2.1. Durchfuihrung der histopathologischen Untersuchung

Die Proben wurden in 10 %igem Formalin fixiert. Zwischen 24 und 72 Stunden
nach Fixationsbeginn wurden die Proben in einem Einbettungsautomaten
(Autotechnikon, Miles Scientific, Illinois, USA) in Paraffin Gberflhrt.

Far die lichtmikroskopische Untersuchung wurden von den in Paraffin
eingebetteten Proben 3 um dicke Schnitte am Mikrotom angefertigt und auf

Objekttrager (StarFrost, Engelbrecht) aufgezogen.

Die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung wurde in einer automatischen Farbebank
(Shandon Varstan 24-3, Shandon Southern Products, Runcorn, UK)
vorgenommen. Die Eindeckung unter Folie erfolgte in einem Eindeckautomaten
(Tissue Tec®; Vogel GmbH, Giessen, Modell 4756).

3.2.2. Beurteilung der HE-Farbung

Die lymphatischen Gewebe wurden am HE-Schnitt auf das Vorhandensein von
eosinophilen Granulozyten, mehrkernigen Riesenzellen, Lymphfollikeln sowie
Mitose- und Apoptosefiguren untersucht. Weiterhin wurde der Gehalt an
Lymphozyten und Histiozyten bewertet. In der Lunge wurde befundet, ob
Interstitien, Alveolarraume oder Bronchien Entzindungszellen aufwiesen.
Weiterhin wurden Apoptose- und Mitosefiguren, Befall mit Lungenwurmern,
mehrkernige Riesenzellen und Atelektasen erfasst.
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3.3. Immunbhistologie

3.3.1 Durchfuihrung der Immunbhistologie

Nach Fixation in 10 %igem Formalin und Uberfiihrung in Paraffin wurden fiir die
immunhistologische Untersuchung 3 um dicke Schnitte am Mikrotom angefertigt,
auf SuperFrost® Plus Objekttrager aufgezogen und bei Raumtemperatur

getrocknet.

3.3.2. Seren und Antiseren

3.3.2.1. Pferdeserum

Von gesunden Pferden wurde Vollblut gewonnen und nach einer Standzeit von
zwei bis vier Stunden bei Raumtemperatur fir 10 Minuten bei 1500 x g
zentrifugiert. Anschlielend wurde das Serum filtriert, portioniert und bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.3.2.2. Antiseren
3.3.2.2.1. Primérantikorper

Als primarer Antikorper fand ein kommerzieller monoklonaler Antikdrper aus der
Maus Verwendung. Dieser war PCV2-spezifisch und richtete sich gegen das von
ORF2 kodierte Protein (Ingenasa, Madrid, Spanien (36A9)).

3.3.2.2.2. Sekundarantikorper

Far die Streptavidin-Biotin-Methode wurde als biotinmarkierter
Sekundarantikdrper ein kommerziell erhaltlicher biotinylierter Pferd anti-Maus-
Antikorper (Vector Laboratories, Burlinggame, Kalifornien, USA (BA-2000))
eingesetzt.
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3.3.2.2.3. Streptavidin Horseradish Peroxidase

Zur Visualisierung gebundener Antikorper wurde Streptavidin Horseradish
Peroxidase (HRP) Conjugate (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 43-4323) verwendet.

3.3.3. Durchfiihrung der immunhistologischen Untersuchung

1. Aufziehen der Paraffinschnitte auf SuperFrost® Plus Objekttrager und

Trocknung mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur

2. Entparaffinieren der Schnitte dreimal fur jeweils 10 Minuten in Xylol-Ersatz
(Roti-Histol®), danach Entfernung des Xylol-Ersatzes durch dreimaliges
Spulen in Isopropanol und je einmaliges Spulen fir jeweils 3 Minuten in
96 %igem und in 80 %igem Alkohol

3. Hemmung der endogenen Peroxidase mittels Methanol mit frisch
zugesetztem 0,5 % Wasserstoffperoxid (H2O,) fur 30 Minuten bei

Raumtemperatur

4. Zweimaliges Waschen der Schnitte fur jeweils 5 Minuten in Tris-buffered
saline (TBS) (pH 7,8; s. Anhang 9.1.)

5. Verbringen der Schnitte auf Coverplates und Fixierung der Coverplates in der
Halterung

6. Spulen der Schnitte flir 5 Minuten in TBS

7. Inkubation der Schnitte mit unverdinntem Pferdeserum fiir 60 Minuten bei

Raumtemperatur
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Auftrag des primaren Antikorpers 1:500 verdinnt in TBS mit 1 % bovinem
Serumalbumin (Jackson Immuno Research, West Grove, USA, 001-000-162)
oder Auftrag von TBS mit 1 % bovinem  Serumalbumin
(Negativkontrollschnitte) und Inkubation bei 4 °C fur 12 bis 18 Stunden

Dreimaliges Spulen der Schnitte fur jeweils 5 Minuten in TBS

Auftrag des sekundaren Antikorpers (9 ul Sekundarantikorper auf 1000 pl
TBS) und Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur

. Dreimaliges Spulen der Schnitte fur jeweils 5 Minuten in TBS

Auftrag des Streptavidin-HRP 1:500 verdunnt in TBS und Inkubation fur 30

Minuten bei Raumtemperatur

Zweimaliges Spulen der Schnitte fur jeweils 5 Minuten in TBS

Entnahme der Objekttrager aus den Coverplates und Spulen in einer mit TBS

geflllten Kavette fur 5 Minuten

Inkubation der Schnitte fur 10 Minuten bei Raumtemperatur in 3,3'-
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Lésung (s. Anhang 9.1.) unter standigem

Ruhren

Dreimaliges Spulen in TBS fur jeweils 5 Minuten

Waschen fir 5 Minuten in Aqua dest.
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18. Inkubation der Schnitte fir 5 Minuten in Kardasewitsch (s. Anhang 9.1.) zur
Entfernung des Formalinpigments und anschlieRendes Waschen fur 5

Minuten mit Aqua dest.

19. Gegenfarben mit Papanicolaous Gebrauchslosung (s. Anhang 9.1.) fur 20

Sekunden

20. Blauen der Schnitte in Leitungswasser fur 5 Minuten

21. Spulen der Schnitte fir 5 Minuten in Aqua dest.

22. Entwassern der Schnitte fur jeweils 3 Minuten in Alkohol (1 x 50 %igem
Alkohol, 1 x 80 %igem Alkohol, 1 x 96 %igem Alkohol), zweimal in

Isopropanol und dreimal in Xylol-Ersatz (Roti-Histol®)

23. Eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®)

3.3.4. Immunhistologische Kontrollen

Als Methodenkontrollen dienten Gewebeschnitte eines an PMWS-erkrankten
Wildschweins, welche freundlicherweise von Herrn Dr. C. Schulze, Landeslabor
Brandenburg, zur Verfiugung gestellt wurden (siehe Abbildung 2). Weiterhin
wurden Hausschweine aus dem Sektionsbetrieb des Institutes fur Veterinar-
Pathologie der Justus-Liebig-Universitat Gielden verwendet, die ein typisches
klinisches Bild sowie typische pathologisch-anatomische und pathologisch-
histologische Befunde aufwiesen und bei denen zusatzlich der Virusnachweis
mittels PCR positiv war.

Als Negativkontrollen dienten Folgeschnitte des paraffineingebetteten Materials,
die anstelle des Primarantikorpers in TBS mit 1 % bovinem Serumalbumin

inkubiert wurden.
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Abbildung 2: Positivkontrolle fiur die immunhistologische Untersuchung,
Lymphknoten des ersten nachgewiesenermallen an PMWS
erkrankten Wildschweins weltweit, freundlicherweise von
Herrn Dr. C. Schulze, Landeslabor Brandenburg, zur
Verfligung gestellt, IHC, Obj. x 40

3.3.5. Beurteilung der Immunhistologie

Als positive Reaktion wurde eine mittel- bis dunkelbraune granulare Farbung des
Zytoplasmas und/oder des Zellkerns von Makrophagen, mehrkernigen
Riesenzellen und Lymphozyten gewertet, die im Kontrollschnitt nicht
nachweisbar war. Die Menge an Antigen-tragenden Zellen wurde semiquantitativ

erfasst. Dafur wurden folgende Bewertungsstufen verwendet:

0 = kein Signal vorhanden; 1 = vereinzelt liegende, PCV2-positive Zellen;
2 = viele PCV2-positive Zellen; 3 = sehr viele PCV2-positive Zellen
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3.4. Real-time-PCR

Die Ergebnisse der Real-time-PCR wurden freundlicherweise von der Klinik fur

Wiederkauer und Schweine, Professur fur Schweine, zur Verfugung gestellt.

Die Durchflihrung erfolgte nach Reiner et al. (2010).
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3.5. Ziehl-Neelsen-Farbung

3.5.1. Durchfuihrung der Ziehl-Neelsen-Farbung

1. Entparaffinieren und Rehydrierung der Schnitte in Xylol und absteigender
Alkoholreihe (96 %, 70 %, 50 %) fur je 5 Minuten

2. Spulen in Aqua dest. fur 5 Minuten

3. Objekttrager in Carbol-Fuchsin-Losung eine Stunde bei 60 °C im Brutschrank

inkubieren

4. Abspullen mit Leitungswasser

5. Differenzieren in 50 %igem Alkohol mit 3 %iger Salzsaure bis keine

Farbwolken mehr aufsteigen

6. 10 Minuten in flieRendem Wasser abspulen

7. Verbringen in Methylenblaulésung flr 5 Sekunden

8. Abspulen in Aqua dest.

9. 5 Minuten in 96 %igem Alkohol entwassern

10. In Isopropylalkohol und Xylol fur jeweils 5 Minuten inkubieren

11. Eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®)
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Als Positivkontrolle diente eine Darmprobe von einer an Paratuberkulose

erkrankten Ziege.

3.5.2. Beurteilung der Ziehl-Neelsen-Farbung

In der Ziehl-Neelsen-Farbung stellen sich saurefeste Bakterien rot dar. Das

Ubrige Gewebe farbt sich blau.

Somit kann mittels der Ziehl-Neelsen-Farbung auf Mykobakterien untersucht

werden.

Von allen Proben, die mehrkernige Riesenzellen aufwiesen, wurde eine Ziehl-
Neelsen-Farbung angefertigt. Bei den Wild- bzw. Hausschweinen wurden 14
bzw. 5 Lungen, 2 bzw. 4 Milzen, 5 bzw. 31 Tonsillen, 5 bzw. 20
Mesenteriallymphknoten und 3 bzw. 15 Bronchiallymphknoten untersucht.
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3.6. Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte mit freundlicher Unterstitzung der
Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs
Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieRen. Dabei wurde das
Statistikprogrammpaket BMDP (Dixon, 1993) eingesetzt.

Semiquantitiative Merkmale wurden aufgrund ihres Skalenniveaus mittels
Angaben von Stichprobenumfang, Minima, Maxima, Median und Quartilen in

Box-and-Whisker-Plots dargestellt.

Fir Merkmale mit zwei Stufen wurde zur Uberpriifung des Gruppeneinflusses
auf signifikante Unterschiede der exakte Fisher-Test mittels des Programms
BMDP4F angewendet.

Wenn ein Merkmal mehr als zwei geordnete Stufen aufwies, wurde zum
Gruppenvergleich der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test unter Verwendung des
Programms BMDP3D durchgeflhrt.

Fur die Darstellung und Bewertung des Zusammenhangs von zwei Merkmalen
mit jeweils mehr als zwei Stufen, die geordnet waren, kam der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman mittels des Programms BMDP3D

zum Einsatz.

Generell wurde bei der Bewertung statistischer Signifikanzen ein
Signifikanzniveau von a = 0,05 zugrunde gelegt. Aufgrund des Problems
multipler Tests in derselben Grundgesamtheit durch Betrachtung der zwei
histologischen Parameter Lymphozytendepletion und Histiozytose als Kriterium
fur eine Erkrankung an PMWS kam es zu einer globalen Erhohung der
Fehlerwahrscheinlichkeit 1. Art (a-Fehler). Dieser Problematik wurde durch die
Anwendung der Bonferroni-Adjustierung begegnet, so dass nun die Ergebnisse
der statistischen Untersuchungen als hinweisend auf die Zusammenhange
verschiedener Faktoren gewertet werden konnen. Nach Bonferroni wird die
globale Irrtumswahrscheinlichkeit zu gleichen Teilen auf die Einzeltests (0,05/2
= 0,025) aufgeteilt. Bei den ubrigen Kriterien wurde als lediglich explorativer

Datenanalyse der Nebeneffekte an dem nominellen Signifikanzniveau von 0,05
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festgehalten, da ansonsten bei der Vielzahl der Effekte keinerlei Differenzierung

mdglich gewesen ware.
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4. Ergebnisse

4.1. Wildschweine

4.1.1 Alter und Gewicht der Wildschweine

Das Alter der beprobten Wildschweine lag zwischen 1 Monat und 7 Jahren

(siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Altersverteilung der Wildschweine in Monaten

Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder gleich

diesem Wert

Oberes Quartil: Die groBten 25 % der Datenwerte sind grofRer oder gleich

diesem Wert
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Die Wildschweine V 2/06 und V 123/06 konnten mit 15 kg und 19 kg bei einem
Alter von 6 Monaten und das Wildschwein V 92/06 mit 55 kg bei einem Alter von
60 Monaten als abgemagert angesehen werden. In den untersuchten Geweben
der drei Tiere konnte kein PCV2-Antigen nachgewiesen werden. Die Tiere
wiesen in der Real-time-PCR maximale PCV2-DNA-Kopienanzahlen von 0/pg
DNA (V 123/06), 2,3 x 10%/ug DNA (V 92/06) und 1,2 x 10%/ug DNA (V 2/06) auf.

4.1.2. Endoparasitosen der Wildschweine

Bei 39 Wildschweinen lag in der Lunge ein Befall mit Metastrongyloiden vor.

Bei einem dieser Tiere (V 157/06) wurde zusatzlich in den
Mesenteriallymphknoten eine Lymphozytendepletion und eine Histiozytose
festgestellt. Die restlichen untersuchten Organe waren bei diesem Tier
unauffallig.

Die Ubrigen 38 Wildschweine zeigten keine PMWS-typischen histologischen
Lasionen.

Die PCV2-DNA-Kopienanzahl betrug bei 67 % (n = 26) der Tiere 0/ug DNA. Die

héchste Kopienanzahl von 1,2 x 10° wies ein histologisch unauffalliges Tier (V
2/06) auf.

4.1.3. Ergebnisse der immunhistologischen  Untersuchung der

Wildschweine

In funf der 186 Wildschweine aus der Jagdsaison 2004/05 konnte in den
Bronchiallymphknoten immunhistologisch PCV2-Antigen nachgewiesen werden
(siehe Tabelle 4, Abbildung 6 ).
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Tabelle  4: Starke des  immunhistologischen  Signals der  funf
immunhistologisch  positiven  Wildschweine  aus  der
Jagdsaison 2004/05

Tiernummer Bronchiallymphknoten

Wildschwein 10-1-6 2

1
(siehe Abbildung 4)

Wildschwein 10-1-17

Wildschwein 11-1-10 2
Wildschwein 11-1-11 2
Wildschwein 11-1-14 2

1: vereinzelt positive Zellen; 2: viele positive Zellen

Abbildung 4 : Wildschwein10-1-17, Bronchiallymphknoten, immunhistolo-
gisches Signal der Starke 1, IHC, Obj. x40
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Von den in der Jagdsaison 2006/07 untersuchten 170 Wildschweinen wiesen

drei Tiere ein positives Signal in der Immunhistologie auf (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Starke des immunhistologischen Signals der drei Antigen
aufweisenden Wildschweine aus der Jagdsaison 2006/07

Tiernummer Lunge Milz Tonsillen MesLk BroLk
Wildschwein V 84/06 1 1 1 1 1
2
Wildschwein V 85/06 0 1 2 2
(s. Abb.5)
Wildschwein V 87/06 0 0 1 1 0

MesLk: Mesenteriallymphknoten; BroLk: Bronchiallymphknoten; 0: kein Signal; 1: vereinzelt

positive Zellen; 2: viele positive Zellen

Abbildung 5 : Wildschwein V 85/06, Tonsille, immunhistologisches Signal der
Starke 2, IHC, Obj. x40
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Abbildung  6: Ubersicht Uber Immunhistologie, Real-time-PCR und
Diagnosestellung ,Erkrankung an PMWS* bei Wildschweinen

PCR > 5 x 10%ug DNA: in mindestens einem Gewebe Kopienanzahlen
von mehr als 5 x 10%/ug DNA;

PCR < 5 x 10%ug DNA: in keinem Gewebe Kopienanzahlen von mehr als

5 x 10°/ug DNA;

AG+: PCV2-Antigennachweis; AG-: kein PCV2-Antigennachweis;

Histo+: histologisch Lymphozytendepletion und Histiozytose
diagnostiziert;

Histo-: keine Lymphozytendepletion und Histiozytose diagnostiziert;
PMWS +: Befunde, die zu einer Erkrankung an PMWS passen,;

PMWS -: Befunde, die nicht zu einer Erkrankung an PMWS passen;
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4.1.4. Ergebnisse der Real-time-PCR der Wildschweine

Die Ergebnisse der Real-time-PCR der Wildschweine, durchgefihrt und

Ergebnisse freundlicherweise zur Verfugung gestellt von der Klinik far

Wiederkauer und Schweine, Professur fur Schweine, sind in den Abbildungen 7

und 8 zusammengefasst.
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1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06 —&— unteres Quartil
1.00E+05 = Minimum
Median
1.00E+04 X Maximum
1,00E+03 X oberes Quartil
1,00E+02 —
1,00E+01/7 —
0 T O—— O

Tonsillen  Lunge Milz BroLk MesLk

Wildsw  Wildsw  Wildsw  Wildsw  Wildsw
Abbildung 7 : Ergebnisse der anhand der Real-time-PCR ermittelten PCV2-

DNA-Kopien-Anzahl pro ug isolierter DNA in den Geweben von

allen untersuchten Wildschweinen

Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder gleich

diesem Wert

Oberes Quartil: Die groten 25 % der Datenwerte sind groRer oder gleich

diesem Wert

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten;
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In 170 Wildschweinen war in keinem der untersuchten Gewebe PCV2 mittels

Real-time-PCR feststellbar, wohingegen bei 146 Tieren in mindestens einem

Organ das Virus nachgewiesen werden konnte. Fur die Untersuchung stand von

40 Tieren kein Material zur Verfugung.

In Abbildung 8 wurden die Ergebnisse der 146 Wildschweine, die in mindestens

einem Organ PCV2 enthielten, zusammengefasst.
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X Maximum
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1,00E+01
. 'z
0 T
Tonsillen
Wildsw Wildsw Wildsw Wildsw Wildsw
Abbildung 8 : Ergebnisse der anhand der Real-time-PCR ermittelten PCV2-

DNA-Kopien-Anzahl pro ug isolierter DNA in den Geweben der

Wildschweine, bei denen in mindestens einem Organ das Virus

nachweisbar war

Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder gleich

diesem Wert

Oberes Quartil: Die groten 25 % der Datenwerte sind groRer oder gleich

diesem Wert

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten;
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Von den immunhistologisch positiven Wildschweinen wurden die PCV2-DNA

Kopienanzahlen in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Signalstarke der Immunhistologie und Ergebnisse der Real-time-

PCR der immunhistologisch positiven Wildschweine

Signalstarke

PCV2-DNA-Kopien

Tiernummer Organ pro pg isolierter
der IHC DNA

Wildschwein 10-1-6 BroLk 2 6,6 x 10’
Wildschwein 10-1-17 BroLk 1 5,8 x 10°
Wildschwein 11-1-10 BroLk 2 6,4 x 10’
Wildschwein 11-1-11 BroLk 2 2,2 x 10’
Wildschwein 11-1-14 BroLk 2 5,0 x 10*
Lunge 1 1,8 x 10°
Milz 1 3,6 x 10°
Wildschwein V 84/06 Tonsillen 1 1,5x 10’
MesLk 1 4,7 x 10°
BroLk 1 1,0 x 107
Lunge 0 2,3x10°
Milz 1 4,7 x 10°
Wildschwein V 85/06 Tonsillen 2 3,0 x 107
MesLk 2 8,1 x 10°
BroLk 2 1,3 x 107

(Fortsetzung und Legende s. nachste Seite)
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Tabelle 6 (Fortsetzung): Signalstarke der Immunhistologie und Ergebnisse der
Real-time-PCR der immunhistologisch positiven

Wildschweine

. . PCV2-DNA-Kopien
Signalstarke
Tiernummer Organ pro g isolierter
der IHC
DNA

Lunge 0 1,0 x 10°
Milz 0 1,5 x 10°
Wildschwein V 87/06 Tonsillen 1 1,8x 10’
MesLk 1 6,5 x 10°
BroLk 0 4,2 x 10°

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten; IHC: Immunhistologie; DNA:

Desoxyribonukleinsaure; 0: kein Signal; 1: vereinzelt positive Zellen; 2: viele positive Zellen

4.1.5. Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Wildschweine

Soweit moglich wurden von jedem Tier die Lunge, die Tonsillen, die Milz sowie

die Bronchial- und die Mesenteriallymphknoten histologisch untersucht.

4.1.5.1. Ergebnisse der histologischen Untersuchung der
immunbhistologisch positiven Wildschweine

Bestimmte in den Bronchiallymphknoten erhobene histologische Befunde der
immunbhistologisch positiven Wildschweine aus der Jagdsaison 2004/05 wurden
in Tabelle 7 zusammengefasst. Es wurden Kriterien dargestellt, die entweder

von dem Normalzustand abwichen, oder nach friiheren Studien bei PMWS

verandert sein sollten.
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Tabelle 7: Ausgewahlte histologische Befunde in den Bronchiallymphknoten

der immunhistologisch positiven Wildschweine der Jagdsaison 2004/05

Tier
Tier Tier Tier Tier
10-1-6
10-1-17| 11-1-10 11-1-11| 11-1-14
(Abb. 9)
Gehalt an
Pathologische . _
eosinophilen normal | normal| hoch | normal| normal
Befunde
Granulozyten
Follikelanzahl normal | malig | normal| normal| normal
Mehrkernige
PMWS-typische | Riesenzellen vom keine | keine | keine | keine | Vviele
Lasionen Langhanstyp
nach
. Lymphozytengehalt
Literaturangaben| ~ . normal | normal| normal| normal| normal
im Keimzentrum
Histiozytengehalt normal | normal| normal| normal| normal
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Abbildung 9:  Wildschwein 10-1-6, Bronchiallymphknoten, Follikelanzahl
sowie Lymphozyten- und Histiozytengehalt ohne besonderen
Befund, HE, Obj. x10

Von den immunhistologisch positiven Wildschweinen aus der Jagdsaison
2006/07 wurden ausgewahlte Befunde aus den funf untersuchten Organen in

den Tabellen 8-12 dargestellt.
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Tabelle 8: Ausgewahlte histologische Befunde in der Lunge der immun-

histologisch positiven Wildschweine der Jagdsaison 2006/07

Tier V 84/06 Tier V 85/06 Tier V 87/06

Lungenwirmer keine keine keine
Apoptosen im BALT keine mafig keine
Mitosen im BALT mafig malig keine
Gehalt an eosinophilen

Granulozyten im BALT hoeh gering gering
Interstitielle Pneumonie keine keine keine
Mehrkernige Riesenzellen keine keine keine

Tabelle 9: Ausgewahlte histologische Befunde

in der Milz der immun-

histologisch positiven Wildschweine der Jagdsaison 2006/07

Tier V 84/06 Tier V 85/06 Tier V 87/06

Anzahl an Follikeln malfig normal normal
Mehrkernige Riesenzellen keine keine keine
Lymphozytengehalt in der )

e gering malfig malfig
Histiozytengehalt hoch normal normal
Apoptosen gering mittel gering
Mitosen gering mittel gering
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Tabelle 10: Ausgewahlte histologische Befunde in den Tonsillen der immun-

histologisch positiven Wildschweine der Jagdsaison 2006/07

Tier V 84/06 Tier V85/06 Tier V 87/06
Anzahl an Follikeln normal reduziert normal
Lymphozytengehalt in der L _ L
mafig gering mafig
Mantelzone
Mehrkernige Riesenzellen vom )
) keine vereinzelt keine
Fremdkorpertyp
Lymphozytengehalt in dem )
. normal gering normal
Keimzentrum
Histiozytengehalt normal hoch normal
Apoptosen gering hoch gering
Mitosen gering mittel mittel
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Tabelle 11: Ausgewahlte histologische Befunde in den

Mesenterial-

lymphknoten der immunhistologisch positiven Wildschweine
der Jagdsaison 2006/07

Tier V 85/06
Tier V 84/06 Tier V 87/06
(s. Abb. 10)
Anzahl an Follikeln mafig mafig normal
Lymphozytengehalt in der L _ L
malig gering mafig
Mantelzone
Mehrkernige Riesenzellen vom .
} keine viele keine
Fremdkorpertyp
Lymphozytengehalt in dem )
. normal gering normal
Keimzentrum
Histiozytengehalt normal hoch normal
Apoptosen gering hoch gering
Mitosen gering gering gering
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Abbildung 10: Wildschwein V 85/06, Mesenteriallymphknoten mit Lympho-
zytendepletion im Keimzentrum und der Mantelzone,

Histiozytose, Einschlusskdrperchen (Pfeil), HE, Obj. x40
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Tabelle 12 : Ausgewahlte histologische Befunde in den Bronchiallymphknoten

der immunhistologisch positiven Wildschweine der Jagdsaison

2006/07
Tier V 84/06 Tier V 85/06 | Tier V 87/06
Anzahl an Follikeln normal normal malfig
Lymphozytengehalt in der )
normal gering normal
Mantelzone
Gehalt an eosinophilen
hoch normal normal
Granulozyten
Mehrkernige Riesenzellen vom _
. keine vereinzelt keine
Fremdkorper- und Langhanstyp
Lymphozytengehalt in dem )
_ normal gering normal
Keimzentrum
Histiozytengehalt normal hoch normal
Apoptosen gering mittel gering
Mitosen gering gering gering

4.1.5.2. Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Wildschweine in
Zusammenhang mit den Ergebnissen der Real-time-PCR

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, inwieweit die Ergebnisse der Real-

time-PCR mit histopathologischen Veranderungen korrelieren.

Fanf Tiere (WS 1-2-5, WS 11-1-5, V 81/06, V 91/06, V137/06) enthielten weder
PCV2-Antigen noch histopathologische Lasionen, die auf eine Erkrankung an
PMWS hinweisen wirden, jedoch in mindestens einem Gewebe PCV2-
Kopienanzahlen von gréRer 5 x 10%/ug DNA (s. Abb. 6).
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Weitere 6 Wildschweine (WS 10-1-6, WS 10-1-17, WS 11-1-10, WS11-1-11, WS
11-1-14, V 87/06) zeigten ebenfalls in mindestens einem Gewebe PCV2-
Kopienanzahlen von groRer 5 x 10%/ug DNA und in der Immunhistologie ein
Signal, jedoch keine histologischen Befunde, die auf eine Erkrankung an PMWS

hinweisen wirden.

Zwei Tiere (V 84/06 und V 85/06), die immunhistologisch positiv waren und
PMWS-typische histologische Veranderungen zeigten, enthielten auch in

mindestens einem Gewebe PCV2-Kopienanzahlen von gréfer 5 x 108/ug DNA.

Bei dem Wildschwein V 157/06 konnte in den Mesenteriallymphknoten eine
Lymphozytendepletion und eine Histiozytose festgestellt werden. Das elf Monate
alte Tier wies maximal eine PCV2-DNA-Kopienanzahl von 2,1 x 10°/ug DNA auf.

Zusatzlich zeigte es einen Befall mit Metastrongyloiden.

Ein Wildschwein (V 92/06) wies bei einer PCV2-DNA-Kopienanzahl von maximal
2,3 X 103/pg DNA eine Histiozytose und eine Lymphozytendepletion in der
Mantelzone der Tonsillen auf, wobei die Follikelanzahl in der Tonsille nicht

vermindert war.

Bei zwei Tieren (WS 11-1-12 und WS 11-1-15) mit PCV2-DNA-Kopienanzahlen
von 3,6 x 10%ug DNA und 4,6 x 10°/ug DNA in den Bronchiallymphknoten
konnten neben einer Lymphozytendepletion im Follikelzentrum und zwischen
den Follikeln zusatzlich eine verminderte Follikelanzahl bzw. eine Reduktion der
Lymphozyten in der Mantelzone sowie eine Histiozytose festgestellt werden.

Sechs Wildschweine wiesen in lymphatischen Organen eine Histiozytose auf
(V 55/06, V 57/06, V 65/06, V 97/06, V 111/06, WS 10-1-5).

Bei drei dieser Tiere (V 57/06, V 65/06, V 111/06) verlief der Antigen- und der
Genomnachweis in allen untersuchten Organen negativ. Somit zeigten diese

Wildschweine zwar eine Histiozytose, jedoch ohne Hinweis auf eine Infektion mit
PCV2.
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Die drei ubrigen Wildschweine wiesen zwar in den Geweben, in denen die
histologischen Lasionen auftraten, keine PCV2-DNA auf, jedoch konnte in einem
der anderen untersuchten Gewebe PCV2-Kopienanzahlen von bis zu 7,5 x
10°/ug DNA (V 97/06) beobachtet werden.

Eine Lymphozytendepletion mit Reduktion der Follikelanzahl in dem
Bronchiallymphknoten konnte bei einem Tier (WS 1-2-18) beobachtet werden,
bei dem in allen untersuchten Geweben kein PCV2-Virusgenom nachgewiesen

werden konnte.

Zwei Tiere (WS 11-1-13 und WS 10-1-7) wiesen in den Bronchiallymphknoten
eine Lymphozytendepletion im Keimzentrum auf. Bei Wildschwein WS 11-1-13
war in den Bronchiallymphknoten weder PCV2-Antigen noch PCV2-DNA
nachweisbar, aber in den Tonsillen konnte das Virus mittels PCR festgestellt
werden. Das Wildschwein WS 10-1-7 zeigte in den Bronchiallymphknoten eine
PCV2-DNA-Kopienanzahl von 1,2 x 105/pg DNA.

4.1.6. Ergebnisse der Ziehl-Neelsen-Farbung

In keiner der untersuchten Proben konnten saurefeste Bakterien nachgewiesen

werden.
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4.2. Hausschweine

4.2.1. Alter und Gewicht der beprobten Hausschweine

Da PMWS vor allem bei 5-17 Wochen alten Hausschweinen auftritt, wurde ein
Grolteil der Proben in einer Spanferkelschlachterei gewonnen. Somit war es
mdglich, Tiere zu untersuchen, die jinger als das Ubliche Schlachtalter von 6

Monate waren (siehe Abbildung 11).

7
6
5 @ unteres Quartil
4 ®m Minimum
Median
3 X Maximum
2 0O X oberes Quartil
1 1
0
Hausschweine

Abbildung 11: Altersverteilung der Hausschweine in Monaten

Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder gleich
diesem Wert
Oberes Quartil: Die grolten 25 % der Datenwerte sind groRer oder gleich

diesem Wert

Bei neun der Hausschweine fiel eine Abmagerung auf (siehe Tabelle 13).
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Tabelle 13:

Befunde der neun abgemagerten Hausschweine

Tier- Alter | Gewicht | PCR Histologische Befunde
nummer . 3 5
A=2
1,94 x 107 bis B=0 Tonsillen, MesLk, BroLk:
1-1-66 2 12 C=0
7,67 x 107 D=2 PMWS-typische Befunde
E=2
A=2
7,58 x 107 bis B=2 Milz, Tonsillen, MesLk, BroLk:
1-1-119 2 12 C=1
9,82 x 108 D=3 PMWS-typische Befunde
E=2
1,56 x 103 bis Keine PMWS-typischen
1-1-124 2 12 AE
3,60 x 103 Befunde
A=3
1,74 x 106 bis B=? Tonsillen, MesLk, BroLk:
1-1-49 2 12 C=3
4,36 x 108 D=3 PMWS-typische Befunde
E=3
A=2
4,97 x 104 bis B=0 Milz, MesLk:
1-2-6 2 13 C=1
1,79 x 108 D=0 PMWS-typische Befunde
E=2
A=2
1,82 x 108 bis B=0 Tonsillen, BroLk:
1-1-9 2 18 C=1
5,48 x 108 D=2 PMWS-typische Befunde
E=1
6,09 x 107 bis Milz:
1-1-13 2 16 AE=0
1,04 x 109 PMWS-typische Befunde

(Fortsetzung und Legende s. nachste Seite)
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Tabelle 13 (Fortsetzung): Befunde der neun abgemagerten Hausschweine

Tier- Alter | Gewicht | PCR IHC Histologische Befunde
nummer L 2 3 4 5
. A=2
9,27 x 108 bis B=0 Keine PMWS-typischen
1-2-85 3 20,4 C=1
1,03 x 108 Befunde
X D=2
E=1
7,45 x 102 bis MesLk:
1-2-90 1 59 AE=0
9,87 x 103 PMWS-typische Befunde

'Alter in Monaten; *Gewicht in kg; *PCR: PCV2-DNA-Kopien pro ug isolierter DNA,; *|HC: Starke
des immunhistologischen Signals; A: Tonsille, B: Lunge, C: Milz, D: Bronchiallymphknoten; E:
Mesenteriallymphknoten; 0: kein positiven Zellen, 1: vereinzelt positive Zellen, 2: viele positive
Zellen, 3: sehr viele positive Zellen, MeslLk: Mesenteriallymphknoten, BrolLk:

Bronchiallymphknoten; 5PMWS—typische Befund: Lymphozytendepletion, Histiozytose

4.2.2. Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Haus-

schweine

238 Hausschweine wiesen in keinem der untersuchten Organe PCV2-Antigen in
der immunhistologischen Untersuchung auf. Bei 102 Tieren zeigte sich in

mindestens einem Organ eine positives Signal.

Die immunhistologischen Ergebnisse werden nach Organen geordnet in Tabelle

14 dargestellt.
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Tabelle 14: Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der
Hausschweine
Starke des
Organ Anzahl der
immunhistologischen .
. Hausschweine
Signals
0 244
1 37
Tonsillen
2 35
3 8
0 324
1 6
Lunge
2 7
3 1
0 298
1 27
Milz
2 11
3 2
0 254
1 41
BroLk
2 23
3 6
0 273
1 34
MesLk
2 26
3 4

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten; 0: keine positiven Zellen; 1:

vereinzelt positive Zellen; 2: viele positive Zellen; 3: sehr viele positive Zellen
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Eine Darstellung der Altersverteilung der immunhistologisch positiven und

negativen Hausschweine erfolgt in Abbildung 12.
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Abbildung 12:  Altersverteilung der immunhistologisch positiven und
negativen Hausschweine in Monaten
IHC: Immunhistologie; BroLk: Bronchiallymphknoten;
MesLk: Mesenteriallymphknoten;

Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder
gleich diesem Wert
Oberes Quartil: Die gréften 25 % der Datenwerte sind groRer oder

gleich diesem Wert

Ein Vergleich der immunhistologischen Signale in den verschiedenen Geweben
miteinander ergab Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman von 0,43 bis
0,74 (s. Tabelle 15).
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Tabelle 15: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman im Vergleich der

immunhistologischen Ergebnisse der untersuchten Gewebe

Lunge Milz BroLk MesLk
Tonsillen 0,43 0,61 0,66 0,74
Lunge 0,46 0,44 0,43
Milz 0,60 0,69
BroLk 0,74

BroLk: Bronchiallymphknoten, MesLk: Mesenteriallymphknoten

4.2.3. Ergebnisse der histologischen Untersuchung der Hausschweine

Es wurden von den Hausschweinen 338 Lungen, 338 Milzen, 324 Tonsillen,
337 Mesenterial- und 324 Bronchiallymphknoten histologisch ausgewertet.
Danach wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
histologischen Lasionen und dem Antigennachweis bzw. dem Genomnachweis

von PCV2 bestand. Dafur wurden zwei Vorgehensweisen verwendet:

1. Untersuchung, ob ein histologisches Merkmal in dem untersuchten Organ
vorkam (z. B. mehrkernige Riesenzellen in der Lunge) und gleichzeitig der
Nachweis von PCV2 mittels PCR oder IHC in demselben Organ (z. B. dann auch
Lunge) erfolgte.

2. Untersuchung, ob ein histologisches Merkmal in dem untersuchten Organ
vorkam (z. B. mehrkernige Riesenzellen in der Lunge) und das Tier mit PCV2
infiziert war, unabhangig in welchem Organ der Virusnachweis erfolgte. Das Tier
wurde als positiv gewertet, wenn in mindestens einem Organ ein positives
immunhistologisches Signal auftrat oder das Tier eine Kopienanzahl von
mindestens 5 x 10%/ug DNA in der Real-time-PCR aufwies. Das Tier wurde als
negativ eingestuft, wenn in allen Organen kein Antigennachweis oder eine
PCV2-Kopienanzahl von kleiner 5 x 10%ug DNA erfolgte. Somit wurde das
Vorkommen einer bestimmten histologischen Lasion (z. B. mehrkernige

Riesenzellen in der Lunge) und die gleichzeitige Infektion des Tieres (z. B.
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immunbhistologisch positiv in der Milz) unabhangig vom Nachweisort des Virus

untersucht.

4.2.3.1. Histologische Befunde unter Beriicksichtigung des
Antigennachweises mittels Immunhistologie (Daten s. CD im Anhang)

4.2.3.1.1. Histologische und immunhistologische Untersuchung desselben
Organs

Die Korrelationen, die sich zwischen der histologischen und der
immunhistologischen Untersuchung in demselben Organ ergaben, sind in

Tabelle 16 dargestellit.

Tabelle 16: Korrelationen zwischen den Ergebnissen der histologischen und
der immunhistologischen Untersuchung desselben Organs

Tonsillen Lunge Milz BroLk MesLk

Histiozytose * * * * *
Lymphozyten-
depletion in den * * * *
Keimzentren und der
Mantelzone
Reduktion der

* * *
Follikelanzahl
Mehrkernige
Riesenzellen * * *
Interstitielle
Pneumonie *

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten;

* :statistisch signifikant (p < 0,025)
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Sowohl in den lymphatischen Organen (Milz, Tonsillen, Mesenterial- und
Bronchiallymphknoten) als auch in dem BALT der Lunge bestand ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem vermehrten Vorkommen von
Makrophagen im Gewebe und dem Antigennachweis (p < 0,0001). So lag in 27
% (3/11 Lunge) bis 45 % (29/64 Mesenteriallymphknoten (MesLk)) der
immunhistologisch positiven Organe eine Histiozytose vor. Eine Histiozytose
ohne Antigennachweis fiel jedoch in den Geweben nur bei 1 % (4/314 Lunge) bis
6 % (16/273 MesLk) auf.

56 % (5/9 Milz) bis 88 % (15/17 MesLk) der Tiere, die eine Lymphozyten-
depletion in den Keimzentren der lymphatischen Organe aufwiesen, zeigten
immunhistologisch ein positives Signal in demselben Organ (p < 0,0001).

In den lymphatischen Organen wiesen 26 % (21/80 Tonsillen) bis 35 % (14/40
Milz) der Tiere eine positive Immunhistologie und gleichzeitig eine
Lymphozytendepletion in der Mantelzone auf (p < 0,0009). Wohingegen nur bei
4 % (11/273 MesLk) bis 9 % (22/254 Bronchiallymphknoten (BroLk)) der Tiere
ohne Antigennachweis eine Depletion der Lymphozyten in der Mantelzone
vorlag.

Von 273 bis 298 Hausschweinen, die in den Mesenteriallymphknoten, den
Tonsillen bzw. der Milz immunhistologisch negativ waren, wiesen lediglich 2 %
(5/273 MesLk) bis 1 % (3/298 Milz) eine Reduktion der Follikelanzahl bzw. der
PALS auf. Wohingegen in 80 bis 40 immunhistologisch positiven Geweben bei
maximal 14 Tieren eine Reduktion der Follikelanzahl bzw. der PALS vorlagen
(p =0,0001).

Das Vorhandensein von mehrkernigen Riesenzellen war signifikant
unterschiedlich im Bezug auf den Antigennachweis in den Tonsillen,
Mesenterial- und Bronchiallymphknoten (p < 0,0001).

Es konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang (p < 0,0001) zwischen
dem Antigennachweis und dem Vorliegen von Lymphozyten, Makrophagen und

Plasmazellen im Interstitium der Lunge nachgewiesen werden.
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4.2.3.1.2. Histologische Untersuchung im Bezug auf das Vorkommen von

PCV2-Antigen im Tier (Daten s. CD im Anhang)

Zwischen der histologischen Untersuchung und dem Antigennachweis im Tier

ergaben sich statistische Zusammenhange, die in Tabelle 17 dargestellt sind.

Tabelle 17: Zusammenhange zwischen den Ergebnissen der histologischen

Untersuchung und dem Antigennachweis im Tier

Tonsillen

Lunge

Milz

BroLk

MesLk

Histiozytose

Lymphozyten-
depletion in den

Keimzentren

Lymphozyten-
depletion in der

Mantelzone

Reduktion der

Follikelanzahl

Mehrkernige

Riesenzellen

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten;

* :statistisch signifikant (p < 0,025)

Eine  statistisch

lymphatischen Organen bei maximal 6 % (13/235 MesLk) der immunhistologisch

negativen Tiere eine Histiozytose vor. Jedoch konnte bei 14 % (14/102 Milz) bis

signifikanter

Zusammenhang

lag
Histiozytengehalt und dem PCV2-Antigennachweis vor. So kam in allen

zwischen
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31 % (32/102 MesLk) der Tiere mit Antigennachweis eine Histiozytose
festgestellt werden (p < 0,0001).

Eine Lymphozytendepletion in den Keimzentren konnte sowohl in den Tonsillen
als auch den Mesenterial- und Bronchiallymphknoten bei positiver
Immunhistologie beobachtet werden. So zeigten lediglich sechs, eines und vier
der 225, 235 und 224 immunhistologisch negativen Tiere eine
Lymphozytendepletion. Jedoch waren 75 % (18/24 Tonsillen) bis 94 % (16/17
MesLk) der Tiere, die eine Depletion der Lymphozyten aufwiesen, auch
immunbhistologisch positiv (p < 0,0001).

Auch ein Zusammenhang zwischen der Lymphozytendepletion in der
Mantelzone und dem Antigennachweis konnte in den lymphatischen Organen

aufgezeigt werden (p < 0,0016).

In den Tonsillen und den Lymphknoten konnten bei 15 bis 19 Hausschweinen
eine Depletion der Follikel gesehen werden. Von diesen waren 74 % (14/19
MesLk) bis 80 % (12/15 Tonsillen) immunhistologisch positiv. 28 % (88/318
MesLk) der Tiere mit unauffalliger Follikelanzahl waren immunhistologisch
positiv (p < 0,0001).

Wie auch im vorherigen Kapitel beschrieben, waren in den
Mesenteriallymphknoten 80 % (16/20) der Tiere, die mehrkernige Riesenzellen

zeigten, immunhistologisch positiv (p < 0,0001).

4.2.3.2. Assoziation der histologischen Befunde mit dem PCV2-
Genomnachweises mittels PCR (Daten s. CD im Anhang)

Der Genomnachweis wurde als hoch bei den Hausschweinen gewertet, wenn
mindestens 5 x 10° PCV2-DNA-Kopien pro Mg isolierter DNA vorlagen.
Dementsprechend waren die Ergebnisse der Real-time-PCR bei Tieren mit
weniger als 5 x 10° Kopien als niedrig bewertet worden (Brunborg et al., 2004;
Harding et al., 2008; Olvera et al., 2004; Reiner et al., 2010; Rovira et al., 2002).
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4.2.3.2.1. Histologische Untersuchung und PCV2-Genomnachweis in

demselben Organ

In Tabelle 18 sind die Korrelationen zwischen der histologischen Untersuchung

und dem Genomnachweis im selben Organ zusammengefasst.

Tabelle 18: Korrelationen zwischen den Ergebnissen der histologischen
Untersuchung und dem Genomnachweis desselben Organs

Tonsillen Lunge Milz BroLk MesLk

Histiozytose * . " . .
Lymphozyten-
depletion in den * * * *
Keimzentren
Lymphozyten-
depletion in der N .
Mantelzone
Reduktion der

0 * *
Follikelanzahl
Mehrkernige

* *

Riesenzellen

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten;

* :statistisch signifikant (p < 0,025)

In dem Interstitium der Lunge und in den lymphatischen Organen konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von Makrophagen und
PCV2-DNA-Werten festgestellt werden. So lagen bei 62 % (28/45 MesLk) bis
69 % (22/32 BrolLk) der Tiere mit einer Histiozytose hohe PCV2-DNA-
Kopienanzahlen vor (p < 0,0023).
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In den lymphatischen Organen zeigten 13 % (6/47 Milz) bis 22 % (19/85
Tonsillen) der Hausschweine mit hohen PCR-Werten eine
Lymphozytendepletion in den Keimzentren. Von den Tieren mit niedrigen
Kopienanzahlen zeigten maximal 2 % (5/238 Tonsillen) eine
Lymphozytenreduktion (p < 0,0002).

In den Mesenteriallymphknoten und der Milz lagen bei 24 % (19/79) und 28 %
(13/47) der Tiere, die hohe PCR-Werte aufwiesen, eine Lymphozytendepletion
der Mantelzone vor (p < 0,0001). Jedoch konnte nur bis maximal 5 % (14/291
Milz) der Tiere mit niedriger Kopienanzahl eine Reduktion der Lymphozyten in
der Mantelzone festgestellt werden.

Eine Reduktion der Follikelanzahl konnte in der Milz und in den
Mesenteriallymphknoten bei 6 von 47 beziehungsweise 15 von 79 Tieren mit
hohen PCR-Werten beobachtet werden (p < 0,002).

Das Vorkommen von mehrkernigen Riesenzellen in den Lymphknoten ist
signifikant zu der PCV2-Kopienanzahl/ug DNA in diesen (p < 0,0001). Von 79
bzw. 82 Tieren, die eine Kopienanzahl von mindestens 5 x 106/pg DNA im
Mesenterial- bzw. Bronchiallymphknoten aufwiesen, zeigten 23 % (18/79) bzw.
15 % (12/82) mehrkernige Riesenzellen. Von 235 bzw. 234 Tieren, die weniger
DNA Kopien als 5 x 10%ug DNA hatten, zeigten nur 2 bzw. 3 Schweine

Riesenzellen.

4.2.3.2.2. Histologische Untersuchung und Nachweis des PCV2-Genoms an

irgendeiner Stelle im Tier

Es wurde untersucht, ob Tiere bestimmte histologische Parameter zeigten und
dabei in mindestens einem Organ, unabhangig von dem histologisch
untersuchten Gewebe, PCV2-DNA-Kopien von mindestens 5 x 10° Kopien pro
Mg isolierter DNA aufwiesen.

Tabelle 19 zeigt die statistischen Zusammenhange zwischen den Befunden der
histologischen Untersuchung und dem Genomnachweis an irgendeiner Stelle im

Tier.
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Tabelle 19: Statistischer Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der

histologischen Untersuchung und dem Genomnachweis im Tier

Tonsillen Lunge Milz BroLk MesLk
Histiozytose - * * %
Lymphozyten-
depletion in den * * *
Keimzentren
Lymphozyten-
depletion in der * * *
Mantelzone
Reduktion der
* * *

Follikelanzahl
Mehrkernige

. * *
Riesenzellen

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten;

* :statistisch signifikant (p < 0,025)

In den Tonsillen, den Mesenterial- und Bronchiallymphknoten und auch im
Interstitium der Lunge konnten ein signifikanter Zusammenhang (p < 0,0002)
zwischen dem Makrophagengehalt und den PCV2-PCR-Werten festgestellt
werden. So hatten 64 % (29/45 MesLk) bis 81 % (26/32 BroLk) der Tiere, die
eine Histiozytose zeigten hohe PCR-Werte, wohingegen bei maximal 8 %
(16/214 MesLk) der Tiere mit niedrigem PCV2-DNA-Gehalt eine Histiozytose

vorhanden war.

In den Tonsillen und den Mesenterial- sowie Bronchiallymphknoten wiesen
lediglich 2 % (3/204), 1 % (2/214) bzw. 2 % (3/204) der Tiere mit niedrigen PCR-

Werten eine Lymphozytendepletion in den Keimzentren auf. Dahingegen zeigten

81



Ergebnisse

18 % (21/120), 12 % (15/123) bzw. 13 % (16/120) der Schweine mit hohen PCR-
Werten eine Lymphozytendepletion in den Follikeln (p < 0,0001).

Lediglich 4 % (9/214 MesLKk) bis 6 % (13/204 Tonsillen) der Tieren mit niedrigen
PCV2-Kopienanzahlen/ug DNA zeigten eine Lymphozytendepletion in der
Mantelzone in den Tonsillen, der Milz bzw. den Mesenteriallymphknoten.
Jedoch zeigten 15 % (18/123 Milz) bis 20 % (24/120 Tonsillen) der
Haussschweine mit hohen PCV2-Kopienanzahlen/ug DNA  eine

Lymphozytendepletion in der Mantelzone (p < 0,0013).

Eine Reduktion der Follikelanzahl zeigten 11 % (13/120 Tonsillen) bis 13 %
(15/120 BroLk) der Tiere mit hohen PCV2-DNA-Werten, wohingegen dies
lediglich bei 1 % (2/204 Tonsillen) bis 2 % (4/204 BroLk) der Tiere mit niedrigem
PCV2-DNA-Wert in den Tonsilen und Lymphknoten festzustellen war
(p =0,0003).

80 % (12/15 BroLk) bis 90 % (18/20 MesLk) der Tiere mit mehrkernigen
Riesenzellen in den Lymphknoten wiesen mindestens 5 x 10° DNA-Kopien des
PCV2-Genoms pro g isolierter DNA auf (p < 0,0007).
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4.2.4. Ergebnisse der Real-time-PCR bei den Hausschweinen

Die Ergebnisse der Real-time-PCR bei den Hausschweinen sind in Abbildung
13 ersichtlich. In allen untersuchten Hausschweinen konnte in mindestens einem

Organ das Virus nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Ergebnisse der anhand Real-time-PCR ermittelten PCV2-
DNA-Kopienanzahl pro ug isolieter DNA in den
untersuchten Geweben der Hausschweine

BroLk: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten

Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder gleich
diesem Wert

Oberes Quartil: Die groRten 25 % der Datenwerte sind groRRer oder gleich

diesem Wert

50 % der Tiere wiesen in allen untersuchten Organen PCV2-DNA-Werte
zwischen 10%ug DNA und 10’/ug DNA auf. Alle Mediane der Real-time-PCR
lagen zwischen 3,06 und 5,6 x 104/pg DNA.

Daraus wird ersichtlich, dass das Virus in allen untersuchten Geweben in

ahnlichen Mengen vorlag.
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4.2.5. Assoziation der Ergebnisse der Real-time-PCR mit der

Immunhistologie bei den Hausschweinen

Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der
Immunhistologie und der Real-time-PCR in den verschiedenen Organen
bestand, wurden die Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman berechnet
(siehe Tabelle 20). Diese lagen zwischen 0,30 und 0,54 bei einem p-Wert von
kleiner 0,0001. Daraus konnte geschlossen werden, dass ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen den beiden Nachweismethoden bestand.

Tabelle 20: Statistische Untersuchung auf das Vorliegen eines Zusammen-
hangs zwischen den Ergebnissen der Immunhistologie und der

Real-time-PCR bei den Hausschweinen

Rangkorrelationskoeffizient
Organ p-Wert
nach Spearman
Tonsillen 0,53 < 0,0001
Lunge 0,30 < 0,0001
Milz 0,38 < 0,0001
Bronchiallymphknoten 0,54 < 0,0001
Mesenteriallymphknoten 0,51 < 0,0001

In  den Tonsillen, Bronchial- und Mesenteriallymphknoten konnten

Rangkorrelationskoeffizienten von groRer 0,50 festgestellt werden.

Ein Vergleich des Gehaltes an PCV2-DNA in Hausschweinen mit oder ohne

immunhistologischem PCV2-Antigen-Nachweis ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Virusgehalte in immunhistologisch positiven und negativen
Geweben bei Hausschweinen

IHC: Immunhistologie; BroLk: Bronchiallymphknoten;

MesLk: Mesenteriallymphknoten

Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder gleich
diesem Wert

Oberes Quartil: Die groBten 25 % der Datenwerte sind gréRer oder gleich
diesem Wert

75 % der Antigen aufweisenden Tiere enthielten in allen Geweben PCV2-DNA-
Gehalte von groRer 1,2 x 10%/ug DNA, wohingegen bei den immunhistologisch
negativen Tieren auffiel, dass nur 25 % der Tiere PCV2-DNA-Gehalte von uber
10%ug DNA und 50 % der Tiere Werte von 10° bis 10%ug DNA enthielten.
Uberraschenderweise waren die Maxima in den immunhistologisch negativen

Hausschweinen jedoch immer héher als bei immunhistologisch positiven Tieren.
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Hundertvierundzwanzig Hausschweine wiesen in mindestens einem Organ eine
Mindest-Kopienanzahl der PCV2-DNA von 5 x 10%ug DNA auf. Von diesen
konnte bei 83 Tieren ein und bei 41 Tieren kein Signal in der
immunhistologischen Untersuchung festgestellt werden. Von den Tieren mit
einer Kopienanzahl von kleiner 5 x 10%ug DNA (n = 216) in der PCR-
Untersuchung zeigten 197 in der Immunhistologie ebenfalls kein Antigen. Bei 19

Tieren konnte dagegen ein immunhistologisches Signal festgestellt werden.

4.2.6. Ergebnisse der Ziehl-Neelsen-Farbung

Es konnten mittels der Ziehl-Neelsen-Farbung keine saurefesten Bakterien in

den Geweben der Hausschweine nachgewiesen werden.
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4.3. Vergleich der PCR-Werte zwischen Wild- und

Hausschweinen

Ein Vergleich der mittels Real-time-PCR ermittelten PCV2-Virusgenommengen

der Wild-

und Hausschweine ergab einen statistisch hochsignifikanten

Unterschied innerhalb der untersuchten Gewebe zwischen den Wild- und den

Hausschweinen (p < 0,0001).

Die Wildschweine hatten in allen Geweben deutlich niedrigere DNA-Gehalte als

die Hausschweine (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Vergleich der PCV2-DNA Kopienanzahl in den untersuchten

Geweben beim Wild- und Hausschwein

Wildsw: Wildschwein; Haussw: Hausschwein;

BroLK: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten

Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder gleich
diesem Wert

Oberes Quartil: Die groRten 25 % der Datenwerte sind groRRer oder gleich

diesem Wert
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Ein Unterschied zwischen den Wild- und Hausschweinen blieb sichtbar, jedoch
nicht mehr so deutlich ausgepragt, wenn lediglich Wildschweine, bei denen in
mindestens einem Organ das Virus nachweisbar war, mit den Hausschweinen

verglichen wurden (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich der PCV2-DNA Kopienanzahl in den untersuchten
Geweben bei Wildschweinen, bei denen in mindestens einem
Organ Virus nachweisbar war, und Hausschweinen
Wildsw: Wildschwein; Haussw: Hausschwein;
BroLK: Bronchiallymphknoten; MesLk: Mesenteriallymphknoten
Unteres Quartil: Die kleinsten 25 % der Datenwerte sind kleiner oder gleich
diesem Wert

Oberes Quartil: Die groRten 25 % der Datenwerte sind groRer oder gleich
diesem Wert
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5. Diskussion

5.1. Wildschweine

Fur die Diagnose PMWS werden typische klinische (Abmagerung und reduzierte
Gewichtszunahme eventuell in Verbindung mit Dyspnoe und lkterus) und
pathologisch-histologische Befunde (Lymphozytendepletion und Makrophagen-
infiltration vor allem in den lymphatischen Organen) sowie der Nachweis von
PCV2 bendtigt (Allan and Ellis, 2000; Harding and Clark, 1997; Harding, 2007,
Kim et al., 2002; Nielsen et al., 2008; 1997; Segales et al., 2000; Sorden, 2000).

Aufgrund von Arbeiten von Harding et al. (2008), Olvera et al. (2004), Brunborg
et al. (2004) und Rovira et al. (2002), die bei an PMWS-erkrankten Tieren hohe
PCV2-Kopienanzahlen fanden, vermuteten diese einen Schwellenwert, ab dem

es zu einer Erkrankung an PMWS kommt.

In der vorliegenden Arbeit wurde dieser dementsprechend mit 5 x 10° PCV2-
DNA-Kopien/ug DNA festgelegt (Reiner et al., 2010) .

Eine Gegenuberstellung der Ergebnisse von Wild- und Hausschweinen unter
Berucksichtigung verschiedener, zwischen beiden Gruppen unterschiedlicher
Parameter (z. B. Alter, Besatzdichte) erfolgt in Kapitel 5.3.

5.1.1. Wildschweine mit Abmagerung

Lediglich drei der Wildschweine (V 2/06, V 92/06 und V 123/06) wiesen ein
reduziertes Korpergewicht auf. Alle drei Tiere waren immunhistologisch negativ
und die PCV2-DNA-Kopienanzahl lag in allen Geweben unter dem
Schwellenwert von 5 x 10%ug DNA. Die Milz, die Mesenterial- und die
Bronchiallymphknoten wiesen einen physiologischen Gehalt an Lymphozyten
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und Histiozyten auf. Auch die Ubrigen histologischen Parameter waren in diesen

Organen ohne besonderen Befund.

Lediglich bei einem funfjahrigen Tier (V 92/06) konnten in den Tonsillen eine
Histiozytose sowie eine Lymphozytendepletion der Mantelzone festgestellt
werden. Damit zeigte dieses Wildschwein ein reduziertes Koérpergewicht und

histologische Veranderungen, die auf eine Erkrankung an PMWS hinweisen.

Die PCR-Werte lagen bei 2,3 x 10° PCV2-Kopienanzahlen/ug DNA in der
Tonsille, bei 2,1 x 10%ug DNA in der Lunge, bei 0/ug DNA in der Milz, bei 8,6 x
10'"/ug DNA in den Bronchial- und bei 1,9 x 10%ug DNA in den

Mesenteriallymphknoten.

Aufgrund der histologischen Befunde, dem fur  Wildschweine
Uberdurchschnittich hohen PCV2-DNA-Gehalt in der Tonsille und der
Abmagerung ist eine Erkrankung an PMWS wahrscheinlich. Ungewdhnlich ist

das hohe Alter des Tieres.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass eine Abmagerung alleine
bei Wildschweinen nicht mit einer Erkrankung an PMWS korreliert ist. Dies
bestatigt eine Studie von Lipej et al. (2007). In dieser wurde bei sieben
Wildschweinen eine Abmagerung festgestellt, aber es wurden nur in drei Tieren
eine Lymphozytendepletion, eine Histiozyteninfiltration und PCV2-Nukleinsaure
nachgewiesen. Somit wurde von sieben abgemagerten Schweinen nur in drei
Tieren PMWS diagnostiziert.

5.1.2. Wildschweine mit Metastrongyloiden

Die 39 Wildschweine mit einem Befall von Metastrongyloiden wiesen maximal
1,2 x 10° PCV2-DNA-Kopien/pg DNA in der Real-time-PCR (und damit eine
PCV2-Kopienanzahl unterhalb des Schwellenwertes) und kein Signal in der
Immunhistologie auf. Lediglich bei einem Wildschwein (V 157/06) mit
Lungenwirmern lagen histologische Lasionen in Form einer Histiozytose und
einer Lymphozytendepletion in den Mesenteriallymphknoten vor, die zu einer
Erkrankung an PMWS passen.
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Somit scheint ein Befall mit Lungenwurmern nicht begunstigend auf eine
Erkrankung an PMWS zu wirken und stellt damit vermutlich auch keinen
Kofaktor dar. Auch gibt es keinen Hinweis, dass eine PCV2-Infektion

Auswirkungen hinsichtlich eines Befalls mit Metastrongyloiden hat.

5.1.3. Wildschweine mit Antigennachweis

5.1.3.1. Immunhistologisch positive Wildschweine der Jagdsaison 2004/05

Bei den funf immunhistologisch positiven Wildschweinen der Jagdsaison
2004/05 fielen in der histologischen Untersuchung in den Bronchiallymphknoten
eine maRige Anzahl an Follikeln (n = 1), ein hoher Gehalt der eosinophilen
Granulozyten (n = 1) und viele mehrkernige Riesenzellen vom Langhanstyp

(n = 1) in verschiedenen Tieren auf.

Der erhdohte Gehalt an eosinophilen Granulozyten und das Vorkommen von
mehrkernigen Riesenzellen im Bronchiallymphknoten koénnte auf einen
moglichen Befall mit Metastrongyloiden zuruckzufuhren sein, deren Larven uber
die Lymphbahnen aus dem Darmtrakt in die Lunge wandern (Caswell and
Williams, 2007a). Jedoch standen keine Lungenproben zur histopathologischen

Untersuchung zur Verfugung.

Schwere Infektionen kdnnen bei chronischem Verlauf zu einer Follikeldepletion
fuhren. Somit koénnte sich die reduzierte Follikelanzahl ohne eine
Lymphozytendepletion oder eine Histiozytose durch eine chronische Erkrankung

anderer Genese erklaren lassen.

Bei keinem der funf Tiere war eine fir PMWS sprechende Lymphozytendepletion

und Histiozytose vorhanden.

In diesen funf Wildschweinen lagen folglich immunhistologisch nachweisbares
PCV2-Antigen und in mindestens einem Organ ein hoher Gehalt an PCV2-Virus-
Genom vor. Jedoch fuhrte dies nicht zu einer Abmagerung oder histologisch

erfassbaren, den PMWS zuzuordnenden Lasionen.

Somit ergaben die Untersuchungen, dass von den 186 Wildschweinen aus der
Jagdsaison 2004/05 funf Tiere zwar PCV2-Antigen aufwiesen und damit mit

PCV2 infiziert waren, aber keine Veranderungen aufwiesen, die zu PMWS
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passen. Dabei ist einschrankend zu beachten, dass lediglich die

Bronchiallymphknoten zur histologischen Untersuchung vorlagen.

5.1.3.2. Immunhistologisch positive Wildschweine der Jagdsaison 2006/07

Die drei immunhistologisch positiven Wildschweine der Jagdsaison 2006/07
wiesen mit 1,0 x 10° bis 3,0 x 10" PCV2-DNA-Kopien pro Mg isolierter DNA im
Vergleich zu den immunhistologisch negativen Wildschweinen hohere PCR-
Werte in den Geweben auf (siehe Abbildung 7).

Das Wildschwein V 85/06 zeigte PMWS-typische histologische Befunde. Es wies
eine Lymphozytendepletion und einen hohen Histiozytengehalt in den Tonsillen,

den Mesenterial- und den Bronchiallymphknoten auf.

Zusatzlich zeigte dieses Wildschwein eine reduzierte Follikelanzahl und
vereinzelt mehrkernige Riesenzellen vom Fremdkoérpertyp in den Tonsillen. In
Mesenterial- und Bronchiallymphknoten konnten mehrkernige Riesenzellen vom
Fremdkorpertyp und im Bronchiallymphknoten zusatzlich vom Langhanstyp

festgestellt werden.

Aufgrund der histologischen Befunde, dem PCV2-Antigen- und dem PCV2-
Virusgenomnachweis lag bei diesem 12 Monate alten Tier vermutlich eine
Erkrankung an PMWS vor.

Eines der anderen beiden Antigen-aufweisenden Wildschweine (V 84/06) zeigte
histologische Befunde, die ebenfalls bei einer Erkrankung an PMWS vorkommen
konnen. So konnte eine mafige Follikelanzahl in den Mesenteriallymphknoten,
eine Lymphozytendepletion der Mantelzone und maRige Follikelanzahl in der
Milz sowie eine Histiozytose in der Milz festgestellt werden. Die erhdhte
Mitoserate im BALT und die eosinophilen Granulozyten in der Lunge sowie im
Bronchiallymphknoten koénnten durch einen Befall mit Metastrongyloiden
hervorgerufen worden sein. Zwar wurden bei der mikroskopischen Untersuchung
der Lunge weder Parasitenanschnitte noch Parasiteneier gefunden, jedoch ist

lediglich der positive Befund beweisend.
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Aufgrund der Histiozytose, der Lymphozytendepletion der Mantelzone und der
malfigen Follikelanzahl in der Milz passen die Befunde zu einer Erkrankung des
10 Monate alten Tieres an PMWS.

Die histologischen Befunde, der Nachweis von hohen Mengen an PCV2-Virus
(1,8 x 10%ug DNA bis 3,0 x 107/ug DNA) und der Antigennachweis sprechen
nicht nur fur eine Infektion mit PCV2, sondern zusatzlich fir eine Erkrankung
dieser beiden Wildschweine an PMWS.

Beide Tiere zeigten keine Abmagerung. Eine ausfuhrliche Untersuchung der
Tierkorper konnte allerdings nicht durchgefuhrt werden, so dass die Tiere auf
weitere makroskopische Anzeichen fur eine Erkrankung an PMWS wie
vergroferte Lymphknoten und Anamie nicht untersucht wurden. Weiterhin ist zu
beachten, dass die Tiere geschossen und nicht tot aufgefunden wurden.
Eventuell war der Krankheitsverlauf noch nicht so weit fortgeschritten, dass er zu
einer Abmagerung fuhrte. So kommt es nach Lipej et al. (2005) erst im spateren

Krankheitsverlauf zu Abmagerungen.

Das dritte der immunhistologisch positiven Wildschweine (V 87/06) wies lediglich
in den Bronchiallymphknoten eine mafig reduzierte Follikelanzahl auf. Es lagen
bei diesem 11 Monate alten Tier in keinem untersuchten Gewebe eine

Histiozytose oder eine Lymphozytendepletion vor.

Somit konnte bei diesem Tier kein morphologisches Korrelat zu der bestehenden
PCV2-Infektion festgestellt werden. Im Gegensatz zu den anderen beiden
immunbhistologisch positiven Wildschweinen wies dieses Tier lediglich in den
Tonsillen und im Mesenteriallymphknoten ein schwaches immunhistologisches
Signal auf. Damit war dieses Tier vermutlich infiziert, jedoch nicht erkrankt an
PCV2.

Zusammenfassend ergaben die Untersuchungen, dass von acht PCV2-Antigen
aufweisenden Wildschweinen aus den Jahren 2004 bis 2007 lediglich zwei Tiere
(V 85/06 und V 84/06) Veranderungen aufwiesen, die auf eine Erkrankung an
PMWS hinweisen.
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5.1.4. Beurteilung der Real-time-PCR-Ergebnisse bei den Wildschweinen

Wie die Abbildung 7 zeigt, wurden bei 50 % der Wildschweine in den
lymphatischen Geweben und sogar bei 75 % der Wildschweine in der Lunge
mittels PCR kein PCV2 nachgewiesen. Nur in 25 % der Wildschweine konnten in
den lymphatischen Geweben PCV2-DNA-Werte iiber 4,15 x 10%ug DNA

festgestellt werden.

Die 11 Wildschweine (WS 1-2-5, WS 10-1-6, WS 10-1-17, WS 11-1-5, WS 11-1-
10, WS 11-1-11, WS 11-1-14 und V 81/06, V 87/06, V 91/06, V 137/06) mit
Werten in der Real-time-PCR (iber dem Schwellenwert von 5 x 10%ug DNA
jedoch ohne PMWS-typische histologische Lasionen konnen als PCV2-infiziert,
aber nicht an PCV2-erkrankt eingestuft werden.

Die Tiere V 84/06 und V 85/06 mit PCV2-Kopienanzahlen von gréRer 5 x 10° in
mindestens einem untersuchten Gewebe werden aufgrund des Nachweises von
Virusantigen und Virusgenom sowie der histologischen Befunde als an PCV2-

erkrankt eingestuft.

5.1.5. Vergleich der Ergebnisse der Immunhistologie und der Real-time-
PCR unter Berucksichtigung der pathohistologischen Befunde der

Wildschweine

Wenn mittels Immunhistologie Antigen in den Wildschweinen nachweisbar war
(siehe Tabelle 6), lagen bis auf eine Ausnahme auch PCV2-DNA-Kopien von
mehr als 10° pro Mg isolierter DNA in dem Gewebe vor. Lediglich in einem
Bronchiallymphknoten konnte trotz eines immunhistologischen Signals von 2 nur
5,0 x 10* Kopien/ug DNA ermittelt werden, jedoch waren in der Milz dieses
Tieres Kopienanzahlen von 1,57 x 107/|Jg DNA nachweisbar.

Die immunhistologischen Ergebnisse und die Werte in der Real-time-PCR

stimmten demzufolge weitgehend uberein.
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Bei funf Tieren (WS 1-2-5, WS 11-1-5, V 81/06, V 91/06, V 137/06) lagen die
Ergebnisse der Real-time-PCR (iber dem Schwellenwert von 5 x 10%/ug DNA,
jedoch war kein Antigen nachweisbar. Alle finf Tiere wiesen Kkeine

histologischen Lasionen auf.

Durch die Verwendung eines Schwellenwertes von 5 x 106/pg DNA zeigten die
hier gewonnenen Erkenntnisse, dass die Gefahr von falsch positiven
Ergebnissen bestand, da von 13 Wildschweinen mit PCV2-Werten Uber dem
Schwellenwert lediglich 2 Tiere histologische Lasionen aufwiesen und vermutlich
an PMWS erkrankt waren. Die mdgliche Konsequenz, deshalb den
Schwellenwert bei Wildschweinen hoher anzulegen, bleibt zweifelhaft, denn vier
Wildschweine, die Befunde aufwiesen, die auf eine Erkrankung an PMWS
hinweisen, lagen unterhalb des bisherigen Schwellenwerts. Damit ware die
einzige Mdglichkeit, falsch positive Ergebnisse durch alleinige Verwendung von
einer Real-time-PCR oder falsch negativer Ergebnisse durch alleinige
Verwendung von einer Immunhistologie zu vermeiden, beide Nachweisverfahren
eventuell ohne Schwellenwert bei der Real-time-PCR zusammen mit einer
ausfuhrlichen pathohistologischen Untersuchung anzuwenden. Dies entspricht
der von Sorden (2000) aufgestellten Regel, dass lediglich der Nachweis des
Virus zusammen mit histologischen und makroskopischen Lasionen zu der
Diagnose PMWS fuhren kann.

5.1.6. Beurteilung der Wildschweine, die weder PCV2-Antigen, noch
mehr als 5 x 10 ® PCV2-Kopien pro pg isolierter DNA aufwiesen

Von den 13 Wildschweinen, bei denen weder PCV2-Virusgehalte Uber dem
Schwellenwert von 5 x 10%ug DNA noch PCV2-Antigen vorlagen, waren
vermutlich vier Wildschweine (V 157/06, V 92/06, WS 11-1-12 und WS 11-1-15)
an PMWS erkrankt.

Bei ersterem (V 157/06) waren in der mikroskopischen Untersuchung eine
Lymphozytendepletion und eine Histiozytose im Mesenteriallymphknoten
vorhanden. Das elf Monate alte Tier wies eine fur Wildschweine hohe Anzahl

von 2,1 x 10° PCV2-DNA-Kopien im Mesenteriallymphknoten auf. Aufgrund der
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PMWS-typischen histologischen Befunde und des Nachweises von fur
Wildschweine hohen Mengen an Virus kann das Tier aus Baden-Wirttemberg
als vermutlich an PMWS erkrankt eingestuft werden. Zusatzlich war ein Befall

mit Metastrongyloiden vorhanden.

In dem Wildschwein V 92/06 fielen in den Tonsillen eine Histiozytose und eine
Lymphozytendepletion in der Mantelzone auf. Die Ubrigen Gewebe wiesen keine
PMWS-typischen histologischen Befunde auf. Das Ergebnis der Real-time-PCR
betrug 2,3 x 10° PCV2-DNA-Kopien/ug DNA in den Tonsillen und wies damit
eine hohere PCV2-DNA-Kopienanzahl als 75 % der Gbrigen Wildschweine in den
Tonsillen auf. Auffallend waren das mit 5 Jahren hohe Alter des Tieres und die
Abmagerung. Weiterhin ist zu bemerken, dass in den Ubrigen untersuchten
Organen PCV2-DNA-Gehalte bis zu 2,1 x 10%ug DNA lediglich festgestellt
werden konnte. Aufgrund der Abmagerung, der histologischen Befunde und des
Virusnachweises mittels Real-time-PCR ist von einer Erkrankung dieses Tieres
aus Nordrhein-Westfalen an PMWS auszugehen, wobei das hohe Alter und der
insgesamt niedrige PCV2-Gehalt uberraschend sind. Eine Erklarungsmoglichkeit
ware, dass eine weitere Grunderkrankung bestand, die als Kofaktor fungierte.
Dadurch koénnte auch eine geringe PCV2-Infektion zu einer Erkrankung an
PMWS bei diesem alten Tier gefuhrt haben.

Die Tiere WS 11-1-12 und WS 11-1-15, welche eine Lymphozytendepletion in
und zwischen den Keimzentren und einen Follikelschwund bzw. eine
Lymphozytendepletion in der Mantelzone der Bronchiallymphknoten sowie eine
Histiozytose aufwiesen, sind aufgrund der histologischen Befunden vermutlich
als an PMWS erkrankt einzustufen.

Dies wurde durch hohe PCR-Werte (3,6 x 10%/ug DNA und 4,6 x 10°/ug DNA in
den Bronchiallymphknoten) bestatigt, die jedoch unter dem Hausschwein-
Schwellenwert von 5 x 106/pg DNA lagen. Bei beiden Tieren mit einem Alter von
acht und funf Monaten aus Brandenburg war allerdings keine

immunhistologische Reaktion sichtbar.
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Bei dem 37 Monate alten Wildschwein WS 10-1-7 bleibt unklar, ob die
Lymphozytendepletion im Follikelzentrum der Bronchiallymphknoten auf einer
Erkrankung an PCV2 beruht. Dieses Tier wies im Bronchiallymphknoten Werte
von 1,2 x 10° Kopien pro ug DNA auf, in der Tonsille und der Lunge konnte kein
Virusgenom nachgewiesen werden. Es fand sich keine Histiozytose in dem
untersuchten Gewebe. Von diesem Tier lag lediglich der Bronchiallymphknoten
zur histologischen Untersuchung vor. Eventuell lag eine schwache Auspragung
der Erkrankung vor. Als mogliche Ursache fur die Lymphozytendepletion ist auch
ein anderer chronischer Krankheitsprozess in Betracht zu ziehen.

Ob die Wildschweine, die zwar eine Histiozytose oder eine Lymphozyten-
depletion in einem Gewebe zeigten, aber nur in einem anderen untersuchten
Gewebe Virus enthielten, an PMWS erkrankt waren, bleibt sehr fraglich. Es lag
zwar eine Infektion mit PCV2 vor, jedoch konnte nur eine Histiozytose oder eine

Lymphozytendepletion beobachtet werden.

Die Tiere, die histologische Lasionen wie eine Lymphozytendepletion oder eine
Histiozytose zeigten, aber in keinem der untersuchten Gewebe PCV2-Antigen
oder Virus-DNA enthielten, mussen als nicht mit PCV2 infiziert und damit als
nicht an PMWS erkrankt eingestuft werden. So fanden auch Nielsen et al. (2008)
eine Lymphozytendepletion und Histiozytose in Tieren mit wenig oder keinem
PCV2-Virusnachweis. Die in der histologischen Untersuchung erhobenen
Befunde kdénnten auch differentialdiagnostisch  durch das porzine
Respiratorische und Reproduktive Syndrom Virus (PRRSV) verursacht worden
sein. Bei dieser Erkrankung kommt es zunachst zu Nekrosen und
Lymphozytendepletionen in den Keimzentren der Lymphknoten, die im spateren
Krankheitsverlauf mit Lymphoblasten angeflllt werden. Weiterhin kdnnen
ebenfalls mehrkernige Riesenzellen im Lymphgewebe vorhanden sein. Im
Gegensatz zu PMWS ist bei PRRSV eine follikulare Hyperplasie beschrieben
worden (Caswell and Williams, 2007b; Zimmerman et al., 20006).

Wie auch bei PMWS konnen eine Lymphozytendepletion und eine Hyperplasie
der Histiozyten bei einer Erkrankung an klassischer Schweinepest,
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hervorgerufen durch eine Infektion mit schwachvirulentem Hog cholera Virus,
beobachtet werden (Narita et al., 2000).

Bei einer Infektion mit Bacillus anthracis kann durch die Fullung der Milzsinus mit
Erythrozyten der Eindruck von einem Follikelschwund entstehen. Hierbei sind die
Follikel zusatzlich hypozellular. Da Schweine jedoch relativ resistent gegen
Anthrax sind, bleibt die Infektion meist auf den Halsbereich und den Darm
beschrankt. Haufig kommt es lediglich in den regionalen Lymphknoten zu

Blutungen und Nekrose um die gekapselten Bacillen (Taylor, 2006; Valli, 2007).

5.1.7. Alter der Wildschweine mit PMWS

Die sechs Wildschweine (WS 11-1-15, WS 11-1-12, V 84/06, V 157/06, V85/06,
V 92/06), bei denen eine Erkrankung an PMWS vermutlich vorlag, waren 5, 8,
10, 11, 12 und 60 Monate alt. Das Alter der ersten funf Tiere entspricht
annahernd den Angaben aus der Literatur. Danach war ein an PMWS erkranktes
deutsches Wildschwein 10 Monate (Schulze et al.,, 2003) und ein spanisches
Tier 6 Monate alt gewesen (Vicente et al., 2004). Zu Bericksichtigen ist, dass
lediglich 25 % der untersuchten Wildschweine 1 bis 5 Monate alt waren.
Dennoch kann gezeigt werden, dass es Wildschweine mit PMWS-
Veranderungen gibt, die alter als die erkrankten Hausschweine sind, die in der
Regel in einem Alter von 5-17 Wochen oder 2-3 Wochen nach dem Absetzen
erkranken. Uberraschenderweise konnte bei einem 60 Monate alten Tier
histologische Lasionen, Abmagerung und PCV2-Virus nachgewiesen werden.
Warum ein solch altes Tier an PMWS erkrankte, bleibt fraglich. Eventuell lag
zusatzlich eine andere Grunderkrankung vor, die durch eine Immunstimulation

zu einer Erkrankung an PMWS des alten Tieres fuhrte.
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5.1.8. PMWS bei Wildschweinen

Die meisten der bisherigen Studien, die das Vorkommen von PMWS bei
Wildschweinen untersuchten, nutzten lediglich einen Nukleinsaurenachweis
mittels PCR. Nur in wenigen Arbeiten wurde von einer geringen Stuckzahl
zusatzlich eine histologische und immunhistologische Untersuchung
durchgefuhrt. Hierbei wiesen nur wenige Tiere histologische Lasionen auf, die
auf eine Erkrankung an PMWS hindeuteten. So fand eine italienische
Untersuchung in 16 Wildschweinen lediglich ein Tier, welches histologische
Lasionen und immunhistologisch nachweisbares PCV2-Antigen aufwies (Petrini
et al., 2009). In einer spanischen Studie wurde nur bei einem von 56
pathohistologisch untersuchten Wildschweinen PMWS festgestellt (Vicente et al.,
2004). Eines von 8 kroatischen Wildschweinen schien an PMWS erkrankt zu
sein. Weitere drei Schweine wiesen milde PMWS-typische histologische
Lasionen auf. Dies deuteten die Autoren als subklinische Infektion oder als
beginnende oder spate Phase der Erkrankung (Lipej et al., 2007). Diese hohe
Zahl ist eventuell darin begrindet, dass alle acht Tiere tot aufgefunden und nicht
gejagt worden waren und aus einem umzaunten Gehege stammten, in dem
intensives Management mit Zufutterung und Impfungen durchgeflhrt wurde,
Gegebenheiten welche als Kofaktoren angesehen werden. Ein weibliches und
ein  mannliches Wildschweine in Griechenland wurden aufgrund der
histologischen Befunde, des Nachweises von PCV2 im Gewebe und bei einem
Tier zusatzlicher klinischer Befunde als an PMWS-erkrankt eingestuft (Sofia et
al., 2008).

Es darf in trockenen Gebieten nicht auler acht gelassen werden, dass die Tiere
sich konzentriert um Wasserstellen aufhalten (Ruiz-Fons et al., 2008) und damit

dort andere epidemiologische Bedingungen vorliegen als in hiesigen Gebieten.

Somit stellte die vorliegende Arbeit die grofite histologische Untersuchung uber
das Vorkommen von PMWS bei Wildschweinen bisher dar. Die niedrige
Erkrankungsrate (nur bei sechs Tieren lag eine Erkrankung an PMWS vor (siehe
Abbildung 6)) kénnte dadurch begrindet sein, dass die Tiere geschossen und
nicht tot aufgefunden worden waren. Zusatzlich handelt es sich bei allen Tieren

um frei lebende Schweine und nicht um Gatterwild.
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5.2. Hausschweine

5.2.1. Abmagerung bei den Hausschweinen

In sieben der neun abgemagerten Hausschweine konnten PMWS-typische
histologische Lasionen (Lymphozytendepletion, Histiozytose bzw. Reduktion der
Follikelanzahl) festgestellt werden. Zwei Tiere waren histologisch ohne

besonderen Befund.

Eines der histologisch unauffalligen, abgemagerten Tiere (HS 1-1-124) zeigte
kein immunhistologisches Signal und eine PCV2-DNA-Kopieanzahl von maximal
3,6 x 10%ug DNA in den untersuchten Geweben. Bei diesem Tier wurde die
Abmagerung infolgedessen vermutlich nicht durch eine Erkrankung an PMWS

ausgelost.

In dem zweiten abgemagerten Hausschwein (HS 1-2-85) ohne histologische
Lasionen konnten PCV2-DNA-Kopienanzahlen bis 10%ug DNA und PCV2-
Antigen nachgewiesen werden. Da die Infektion mit PCV2 jedoch keine
histologisch erkennbaren Lasionen in den Geweben verursachte, ist es fraglich,

ob die Infektion zu der Abmagerung flhrte.

Von den sieben Tieren mit histologischen Lasionen konnten in sechs Tieren (HS
1-1-66, HS 1-1-119, HS 1-1-49, HS 1-2-6, HS 1-1-9, HS 1-1-13) PCV2-DNA-
Kopienanzahlen (iber dem Schwellenwert von 5 x 10%ug DNA oder Antigen
nachgewiesen werden. Diese Tiere wiesen Befunde auf, die fur eine Erkrankung
an PMWS sprechen und zeigten vermutlich in diesem Zusammenhang eine

Abmagerung.

Nur bei einem der Hausschweine (HS 1-2-90) mit histologischen Lasionen
konnten PCV2-DNA-Kopienanzahlen von maximal 9,87 x 103/pg DNA und kein
Antigen nachgewiesen werden. PMWS wird vor allem bei Tieren ab funf Wochen
festgestellt. Da dieses Tier erst einen Monat alt war, konnte der geringe
Virusgehalt eine beginnende Erkrankung anzeigen. Unublich ware jedoch eine

Abmagerung zu Beginn der Erkrankung. Daher ist es unwahrscheinlich, dass die
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Infektion mit PCV2 der alleinige Ausloser fur die Abmagerung bei diesem Tier

war.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden, dass
neun Tiere eine Abmagerung aufwiesen, von denen bei sechs Hausschweinen
im Alter von 2 Monaten eine Erkrankung an PMWS vermutlich als auslésende

Ursache vorlag.

5.2.2. Altersverteilung der immunhistologischen Ergebnisse der Haus-

schweine

Bei der Beurteilung der Altersverteilung (siehe Abbildung 12)
immunhistologisch positiver und negativer Hausschweine ist bemerkenswert,
dass PCV2-Antigen erst bei Tieren nachweisbar war, die alter als 2 Monate

waren.

Im Gegensatz zu den Ubrigen untersuchten Organen, bei denen 50 % der
immunhistologisch positiven Tiere 2 oder 3 Monaten alt waren, wiesen noch
viele Tiere im Alter von 6 Monaten in den Bronchiallymphknoten PCV2-Antigen

auf, obwohl das Lungengewebe negativ war.

5.2.3. Vergleich der Ergebnisse der Immunhistologie in den verschie-

denen untersuchten Geweben

Bei einem Vergleich des immunhistologischen Signals in den verschiedenen
Geweben fiel auf, dass haufig die lymphatischen Organe ein Signal aufwiesen,
ohne dass in der Lunge ein Antigennachweis moglich war. Der umgekehrte Fall

kam nur aullerst selten vor.

Dies verdeutlicht, dass bei einer Erkrankung an PMWS eine alleinige
immunhistologische Untersuchung der Lunge zu falsch negativen Ergebnissen
fuhren kann. Dementsprechend wiesen im Vergleich der Lunge mit den
lymphatischen Organen die Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman
Werte von 0,43 bis 0,46 auf (siehe Tabelle 15), was auf einen maRigen

Zusammenhang hindeutet. Wohingegen die lymphatischen  Organe
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untereinander Werte von 0,60 bis 0,74 aufwiesen, was auf einen starkeren

Zusammenhang hinweist.

Im Vergleich der lymphatischen Organe untereinander kann in der Milz seltener
das Antigen nachgewiesen werden als in den Tonsillen und den Lymphknoten
(siehe Tabelle14).

Dies kann eventuell durch den Infektionsweg erklart werden. Nach einer
oronasalen Infektion erfolgt die Virusreplikation am starksten in dem
lymphatischen Gewebe, das der Eintrittsstelle am nachsten ist. Dies sind in der
vorliegenden Arbeit die Tonsillen. Dies steht in Ubereinstimmung mit einer
fruheren Arbeit, bei der ebenfalls das lymphatische Gewebe, das der
Infektionsstelle am nachsten ist, die hdochsten Virusgehalte zeigte (Yu et al.,
2007). Uberraschenderweise wiesen in der vorliegenden Arbeit aber auch viele

Tiere in den Bronchial- und Mesenteriallymphknoten PCV2-Antigen auf.

5.2.4. Diskussion der Ergebnisse des Antigen- und DNA-Nachweises

sowie der histologischen Lasionen

Es konnte in allen untersuchten lymphatischen Geweben ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Antigennachweis und dem Vorliegen einer
Histiozytose, einer Lymphozytendepletion in den Keimzentren und in den

Mantelzonen in demselben Organ festgestellt werden.

Dies entspricht den  Ergebnissen frUherer  Studien, die eine
Lymphozytendepletion und eine Histiozytose bei einer Infektion mit PCV2
beobachten konnten (Chianini et al., 2003; Rosell et al., 1999; Segales et al.,
2004).

Ahnliche Ergebnisse lieferte der Vergleich des Vorkommens histologischer
Lasionen mit dem PCV2-DNA-Nachweis desselben Organs. Auch hier konnten
in einigen untersuchten Geweben signifikante Zusammenhange zu der
Histiozytose und der Lymphozytendepletion in den Keimzentren und in der
Mantelzone gesehen werden. Im Gegensatz zur Immunhistologie konnte kein

statistisch signifikanter Zusammenhang der Werte der Real-time-PCR mit einer

102



Diskussion

Lymphozytendepletion in der Mantelzone in den Tonsillen oder in den

Bronchiallymphknoten gezeigt werden.

Beim Vergleich der histologischen Befunde in der Milz fiel auf, dass mehr
statistisch signifikante Lasionen beim gleichzeitigen Antigen-/Virusnachweis im

Organ vorkamen, als bei der Untersuchung des Tierstatus.

Dies ist eventuell darin begrindet, dass ein oronasaler Infektionsweg vorliegt,
durch den es erst spater zu einer Infektion der Milz kommt. Bei der
Untersuchung des Tierstatus wurde die Milz bei Tieren auf Lasionen untersucht,
die zwar PCV2 in den Lymphknoten und den Tonsillen aufweisen und damit
positiv waren, aber eventuell keine Virusvermehrung in die Milz erfolgt war,
wodurch  dort  keine  L&sionen vorhanden  sind. Eine  weitere
Erklarungsmoglichkeit lautet, dass es sich bei einer Erkrankung an PCV2 nicht
um einen systemischen Prozess handelt. Dann musste ein Vergleich des PCV2-
Organstatus klarere Ergebnisse liefern, als bei Betrachtung des ganzen Tieres

als Einheit.

Beide Hypothesen erklaren, warum der Vergleich des PCV2-Gehaltes in einem
Organ mit den dort festzustellenden Lasionen mehr statistische

Zusammenhange in der Milz brachte.

Interstitielle Pneumonien werden auch in friheren Studien bei einer
Erkrankrankung an PMWS beschrieben (Quintana et al., 2001; Segales et al.,
1997) und konnten auch in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden. So
bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von
Plasmazellen, Lymphozyten und Makrophagen im Interstitium und dem PCV2-

Antigennachweis in der Lunge.

Uberraschenderweise schien eine PCV2-Infektion keinen eindeutigen Einfluss
auf die Follikelstruktur in den lymphatischen Geweben zu haben. Nach Chianini
et al. (2003) kann die Reduktion oder das vollige Fehlen von Follikeln erst beim
Vorkommen einer deutlichen Lymphozytendepletion und einer hochgradigen
Histiozytose beobachtet werden. Eventuell befanden sich viele Hausschweine
nicht im Stadium einer schweren Erkrankung, so dass keine Veranderung in der

Follikelstruktur vorlag.
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Eine statistische Korrelation des Auftretens von mehrkernigen Riesenzellen mit
einer Antigendarstellung oder einem PCV2-Genomnachweis konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht in allen Organen dargestellt werden. Dies steht im
Einklang mit einer Studie von Bolin et al. (2001) in der ebenfalls wenig
mehrkernige Riesenzellen bei der histologischen Untersuchung beobachtet

werden konnten.

5.2.5. PMWS bei Hausschweinen

In 2003 % (n = 69) der Hausschweine konnten in Form einer
Lymphozytendepletion, Histiozytose und eines PCV2-Nachweis mittels Real-
time-PCR oder eines Antigennachweis in den lymphatischen Organen Befunde,
die zu Veranderungen bei PMWS passen, festgestellt werden. Damit konnte ein
ahnlicher Wert wie in einer frGheren Studie ermittelt werden, in der eine
Morbiditat von 5 % - 50 % in betroffenen Herden angegeben wurde (Morozov et
al., 1998).

5.2.6. Assoziation der Ergebnisse der IHC und der Real-time-PCR bei

Hausschweinen

Hausschweine, bei denen PCV2-Antigen nachweisbar war, zeigten deutlich
hohere PCV2-Kopienanzahlen/ug DNA als immunhistologisch negative Tiere.

Die Abbildung 14 zeigt deutlich, dass 75 % der Hausschweine mit PCV2-
Antigennachweis einen PCV2-DNA-Gehalt von gréRer 1,2 x 10%ug DNA
aufwiesen. 75 % der Hausschweine ohne immunhistologisches Signal wiesen

Kopienanzahlen von maximal 6,2 x 10%/ug DNA auf.

Alle Hausschweine, die in der Lunge PCV2-Antigen aufzeigten, hatten
Virusgenome von mehr als 106/pg DNA in dieser. Dies lasst vermuten, dass erst
bei hohen Virusgehalten in der Lunge ein Nachweis von PCV2-Antigen mdglich

ist.
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5.3. Vergleich Wildschweine mit Hausschweinen

Nicht nur die Virusmenge (siehe Abbildung 15), auch die Erkrankungshaufigkeit
an PMWS ist bei Wildschweinen niedriger. Dies kénnte sich zum einen dadurch
erklaren lassen, dass die untersuchten Wildschweine alter als die Hausschweine
waren und alle Wildschweine geschossen und nicht tot oder krank aufgefunden
wurden. Zum anderen lieBe es sich durch die unterschiedlichen
Lebensbedingungen erklaren, denn bei dem Vorkommen von PMWS beim
Hausschwein wird immer noch Uber Kofaktoren diskutiert. Einen solchen stellen
unter anderem die Haltungsbedingung dar. Dass durch eine Uberbelegung und
schlechte Luftqualitat die Krankheit haufiger und starker auftreten kann, wurde
bereits bei der ersten Beschreibungen von PMWS diskutiert (Harding and Clark,
1997). Zu einem ahnlichen Schluss kommen neben einer Studie aus Rumanien
(Cadar et al., 2010) auch spanische Arbeiten, in denen bei intensiv gehaltenen
Wildschweinen hohere Antikorpertiter nachgewiesen werden konnten als bei
freilebenden Tieren (Boadella et al., 2011; Ruiz-Fons et al., 2006; Vicente et al.,
2004).

Die Haltung als Kofaktor kdnnte auch in der vorliegenden Arbeit eine Rolle
spielen, da die untersuchten Wildschweine in einer wesentlich geringer

Belegungsdichte, ohne Impfungen und mit Frischluft lebten.

Dies erklart auch, warum in frtheren Studien, bei denen in Gattern lebende
Wildschweine untersucht wurden, mehr erkrankte Wildschweine vorlagen als bei
den hier untersuchten freilebenden Wildschweinen (Ellis et al., 2003).

Da bei den untersuchten Wildschweinen mit PCV2-Infektion nur sehr selten
PMWS-typische histologische Lasionen auftraten, scheint auch fur das
Wildschwein wie fur das Hausschwein zu gelten, dass eine Infektion mit PCV2
nicht zwangslaufig zu einer Erkrankung an PMWS fahrt. Mit der Ausnahme des
einen lteren Tieres (V 92/06) (Mittelwert 8,4 x 10%/ug DNA) konnten bei den
ubrigen funf erkrankten Wildschweinen Mittelwerte der PCV2-Kopienanzahlen
aus allen untersuchten Geweben von 7,7 x 10 bis 1,5 x 10"/ug DNA ermittelt
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werden. Diese Werte waren deutlich Gber dem Durchschnitt der meisten anderen
positiven Wildschweine. Mdglicherweise liegt somit auch bei Wildschweinen ein
Virusschwellenwert, ab dem eine Erkrankung an PMWS wahrscheinlicher wird,
wie bei den Hausschweinen, vor. Dieser scheint sich unter dem Wert der
Hausschweine zu befinden. Um jedoch fur die Wildschweine einen
Schwellenwert ermitteln zu kénnen, waren in dieser Studie nicht genligend an
PMWS erkrankte Wildschweine vorhanden.
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5.4. Ziehl-Neelsen-Farbung

In friheren Studien wurden bei Wildschweinen Infektionen mit Mykobakterien
diagnostiziert (Bollo et al., 2000; Gortazar et al., 2003). Dabei konnten in den
Lymphknoten mehrkernige Riesenzellen vom Langhanstyp nachgewiesen
werden. Mittels der Ziehl-Neelsen-Farbung ist es moglich, Mykobakterien
darzustellen. Bei keinem in dieser Studie untersuchten Wild- und Hausschwein
gelang dies, womit eine Infektion mit Mykobakterien als Ursache fur das
Vorkommen von mehrkernigen Riesenzellen unwahrscheinlich ist. Dies wird
auch durch das histologische Bild bestatigt, da keine geschichteten Granulome
mit zentraler Nekrose und einer konzentrischen Schichtung aus Makrophagen,
Lymphozyten und Epitheloidzellen vorkamen. Somit kdnnten die mehrkernigen
Riesenzellen z. B. im Rahmen eines Parasitenbefalls als Fremdkdrper-

riesenzellen oder aufgrund einer Infektion mit PCV2 entstanden sein.
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6. Zusammenfassung

1. Ziel der Arbeit war es, in der bisher groten Studien an Wildschweinen in
ganz Deutschland zu untersuchen, ob diese eine Infektion mit PCV2

aufwiesen und ob sie an PMWS erkrankt waren.

2. In der Literaturibersicht wird der Verlauf vom ersten porcinen Circovirus-
Nachweis 1974 bis zur ersten klinischen Beschreibung von PMWS 1996 und
der bis heute anhaltenden Diskussion um die Rolle von PCV2 bei einer
Erkrankung an PMWS dargestellt. Die klinischen und pathologischen
Befunde bei dem Auftreten von PMWS bei Hausschweinen werden erlautert.
Weiterhin wird der bisherige Wissensstand zum Thema ,PCV2 und PMWS

beim Wildschwein“ vorgestellt.

3. Es wurden bei 356 Wildschweinen in dem Zeitraum von 2004 bis 2007 bei 37
Jagden soweit madglich die Tonsillen, Bronchial- und
Mesenteriallymphknoten, Milz sowie Lunge beprobt. Von 340
Hausschweinen aus ganz Deutschland wurden dieselben Proben gewonnen
und mittels HE-gefarbter Schnitte histopathologisch untersucht. Der PCV2-
Antigennachweis erfolgte an immunhistologischen Schnitten. Von der Klinik
fur Wiederkduer und Schweine, Professur fur Schweinekrankheiten, der
Justus-Liebig-Universitat Giessen wurden die Ergebnisse des PCV2-

Nachweises mittels Real-time-PCR freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

4. Bei acht Wildschweinen war ein PCV2-Antigennachweis maoglich. Diese
wiesen in der Real-time-PCR Werte von mindestens 5 x 10°
Genomkopienanzahlen pro ug DNA auf. Zusatzlich konnten in zwei der acht
Wildschweine PMWS-typische histologische Lasionen festgestellt werden.

Vier weitere Tiere zeigten ebenfalls PMWS-typische Befunde, jedoch ohne
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einen Antigennachweis und mit Kopienanzahlen von kleiner als 5 x 106/pg
DNA. Damit wurde bei sechs von 356 untersuchten Tieren eine Erkrankung
an PMWS diagnostiziert. Von den 340 Hausschweinen waren 69 Tiere an
PMWS erkrankt.

Ein Vergleich zwischen Wild- und Hausschweinen zeigte bei ersteren einen
deutlich geringeren PCV2-Gehalt in den untersuchten Geweben. Weiterhin
fiel auf, dass in der Wildschweinpopulation eine Erkrankung an PMWS nur
selten vorkommt. Somit ist zwar von einer Verbreitung des Virus in
Wildschweinen auszugehen, die Tiere zeigen aber sehr geringe

Virusmengen in den Geweben und nur wenige Tiere erkranken an PMWS.
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Summary

7. Summary

1. The aim of this up to now biggest study on wild boars was to investigate if
infections with PCV2 were existent and if the animals were affected by
PMWS in Germany.

2. An overview of the existing literature is given from the first porcine cirvovirus
detection in 1974 to the first clinical report of PMWS in 1996 and the
controversy about the role of PCV2 in PMWS. Clinical and pathological
features of PMWS in domestic pigs are described. Additionally, the existing

knowledge about PCV2 and PMWS in wild boars is presented.

3. From 2004 to 2007, samples of 356 wild boars (if possible tonsils, bronchial
and mesentery lymph nodes, spleen and lungs) from 37 hunting grounds
were taken. Additionally, similar samples were collected from 340 domestic
pigs from slaughterhouses from all over Germany. The specimens were
analysed histopathologically in H&E stained sections. Immunohistochemistry
was performed to detect PCV2 antigen. The Department of Veterinary
Clinical Sciences, Swine Diseases, Justus-Liebig-Universitaet, Giessen,
kindly provided the PCV2 results obtained by real-time PCR.

4. Detection of PCV2 antigen by immunohistochemistry was possible in eight
wild boars. All of them exhibited a minimum of 5 x 10° copy numbers of virus
genome per ug extracted DNA in real-time PCR. In two of the eight wild
boars, PMWS- specific histologic lesions could be observed. Four other
animals showed PMWS-specific lesions, too. However, in these four animals
no antigen was detected and copy numbers smaller than 5 x 106/pg DNA

were found. Thus, PMWS was suspected in six of the 356 tested animals.

110



Summary

Regarding the 340 domestic pigs, 69 animals were suffering from PMWS.

A comparative assessment of wild boars and domestic pigs revealed a
distinctly lower PCV2 amount in the examined tissues in the former group.
Furthermore, the occurrence of PMWS in wild boars is rare. While spread of
the virus in wild boars seems to be present, virus load in the tissues is very

low and only few animals are affected by PMWS.
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9. Anhang

9.1. Losungen und Puffer

Neutrales gepuffertes Formalin

4 g Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
6,5 g di-Natriumhydrogenphosphat, wasserfrei
100 ml Formalin (37 %)

900 ml Aqua bidest.

Einstellen des pH-Wertes auf pH 7,0 durch weitere Zugabe von
Natriumdihydrogenphosphat und di-Natriumhydrogenphosphat

Tris-buffered Saline (TBS, pH 7,6)

Stammlosung (10x):

60,57 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

610 ml Aqua bidest.

390 ml 1 N HCI

Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI auf 7,6 eingestellt.
Gebrauchslosung:

100 ml Stammldsung

900 ml 0,8 % NaCl in Aqua bidest.

Die Gebrauchslésung hatte einen pH-Wert von 7,8.
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Imidazol/HCI-Puffer 0,1 M (pH 7,1)
6,81 g Imidazol

Aqua bidest. ad 1000 ml.
Zugeben von 500 ml 0,1 M HCI. Der pH Wert wurde mit 0,1 M HCI eingestellt.

Lésung ca. 1 Woche haltbar.

3,3" -Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Lésung (DAB)

100 mg DAB in 200 ml 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1) I6sen und mischen
(Magnetruhrer). Filtrieren und unmittelbar vor Gebrauch 70 pl H202 (30 %)

zugeben.

Kardasewitsch-Ldsung

800 ml 70 % Ethanol
200 ml 25 % Ammoniaklésung

Papanicolaous Gebrauchslosung

Papanicolaous Hamatoxylin 1b und Aqua dest. im Verhaltnis 1:10 mischen und

filtrieren.
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9.2. Bezugsquellen fir Chemikalien

Aqua Quick, Wassertechnik und Regenerierservice GmbH, Schwalbach
Reinstwasser

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Ammoniaklésung reinst (NH3), 5460.1

Ethanol vergallt, K928.2

Formalin saurefrei > 37 %, P733.1

Isopropanol, 9866.4

Methanol, 4627.3

di-Natriumhydrogenphosphat, wasserfrei P030.1
Roti-Histol®, 6640.3

DakoCytomation, Hamburg

Glycergel, C0563

Dr. K. Hollborn und S6hne GmbH & Co KG, Leipzig

Carbol-Fuchsin-Losung

Loffler-Methylenblauldsung
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Engelbrecht, Ederminde

StarFrost, 11240a

Hecht, Kiel-Hasse

Eukitt®

R. Langenbrinck, Emmendingen

SuperFrost® Plus Objekttrager, 03-0060

ThermoScientific, Cheshire, UK

ShandonCoverplate Technology, 72110017

E. Merck, Darmstadt

HCI, 1M, 109970

NaCl krist., 106400

NaOH, 1M, 109956
Natriumdihydrogenphosphat, 1063700050
Natriumnitrit, 106549

Neufuchsin, 105226

Papanicolaous Losung 1b, 109254
2-Amino-2-Methyl-1,3-Propandiol, 801464
Wasserstoffperoxid 30 %, 107210
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Sakura Finetek Germany GmbH, Heppenheim

Tissue Tec®, 4383

SAV Liquid Production, Flintsbach

Xylol reinst., 1307

Sigma-Aldrich Chemie, Seelze
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Trizma® Base), 93352
3,3’- Diaminobenzidine-tetrahydrochloride (DAB), D5637
Imidazol, 56750

Vogel GmbH & Co KG, Giessen

Paraffin, rein (Schmelzpunkt 56-58 °C) Tissue Tek® Vacuum Infiltration

Processor
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9.3. Liste der verwendeten Abkirzungen

Abb Abbildung

BALT Bronchus assoziiertes lymphatisches Gewebe
BFDV Beak and Feather Disease Virus
bp Basenpaare

BroLk Bronchiallymphknoten

bzw. Beziehungsweise

ca. Circa

CD Cluster of differentiation

CoCV Columbid Circovirus

DNA Desoxyribonukleinsaure

EK Einschlul3kdrperchen

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FIV Felines Immundefizienz-Virus

g Gramm

GCV Goose Circovirus

HE Hamatoxylin-Eosin

HIV Humanes Immundefizienz-Virus
IHC Immunhistologie

ISH In situ-Hybridisierung

kg Kilogramm

MRZ Mehrkernige Riesenzellen

gm Mikrometer

MesLk Mesenteriallymphknoten

ml Milliliter

mm Millimeter

mMRNA Messenger Ribonukleinsaure

n Anzahl

132



Abklrzungsverzeichnis

nm
ORF
PALS
PCR
PCV
PCV1
PCV2
PCVD
PCVAD
PDNS

PiCV
PMWS
PPV
PRDC
PRRSV
RNA
®

V. a.
Wildsw
z. B.

z. T.

Nanometer

Open reading frame

Periarterielle Lymphozytenscheiden
Polymerase chain reaction

Porzines Circovirus

Porzines Circovirus 1

Porzines Circovirus 2

Porcine Circovirus Disease

Porcine Circovirus-associated Disease
Porzines Dermatitis und Nephropathie Syndrom
Pondus hydrogenii

Pigeon Circovirus

Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome
Porzines Parvovirus

Porcine Respiratory Disease Complex
Porzines Reproduktives und Respiratorisches Syndrom Virus
Ribonukleinsaure

Registered trade mark

Vor allem

Wildschweine

Zum Beispiel

Zum Teil
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