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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Das porzine Circovirus Typ 2 (PCV2) ist weltweit in den Schweinepopulationen verbreitet
(Segalés et al. 2005, Abbildung 1). Es ist als primérer Erreger an zahlreichen Krankheitsbildern
beteiligt (Allan et al. 1998; Ellis J. et al. 1998; Krakowka et al. 2005). Diese werden im
europdischen Raum unter dem Begriff PCVD (Porcine Circovirus Diseases, Segalés et al. 2005)
bzw. im nordamerikanischen Raum unter PCVAD (Porcine Circovirus Associated Diseases,
Opriessnig et al. 2007) zusammengefasst und flihren durch Verluste insbesondere im Flatdeck
und der Mast zu hohen 6konomischen Schéiden in der Schweineproduktion. Eine ursidchliche
Therapie der PCVD ist aufgrund der viralen Genese nicht moglich. Als effektive
prophylaktische MaBBnahmen zur Kontrolle einer PCVD stehen neben der Verbesserung des
Hygienemanagements und der Einddmmung von moéglichen Koinfektionen (Kixmoller et al.
2008; Segalés et al. 2009) seit 2007 verschiedene PCV2-Impfstoffe zur Verfiigung (Andraud et
al. 2009, Beach und Meng 2012). Zahlreiche experimentelle Studien und Félle aus der Praxis
belegen die positiven Auswirkungen der aktuellen PCV2-Impstoffe auf die Tiergesundheit
(Beach und Meng 2012; Fraile et al. 2012a; Kim et al. 2011; Martelli et al. 2011; Opriessnig et
al. 2010). Wie etwa die Reduzierung des Antibiotikaeinsatzes infolge einer hdheren
Widerstandsfahigkeit gegeniiber Koinfektionen (Kixmoller et al. 2008; Sinha et al. 2010),
verbesserte Fruchtbarkeitsleistungen der Sauen (Pejsak et al. 2010) oder eine Senkung der
PCV2-bedingten Umweltbelastung (Blunt et al. 2011). In den letzten Jahren werden jedoch
vereinzelt PCVD Fille in PCV2-geimpften Bestdnden beschrieben (Opriessnig et al. 2014c¢)
und von einigen Forschern mit dem Auftreten einer mutierten PCV2b-Variante in Verbindung
gebracht (Chae 2015; Seo et al. 2014; Opriessnig und Langohr 2013; Xiao et al. 2012). Im
Rahmen der Bestandsbetreuung verzeichnete der Schweinegesundheitsdienst der Klinik fiir
Wiederkduer und Schweine, Professur fiir Schweinekrankheiten der Justus-Liebig-Universitét
GieBlen, in den letzten Jahren einen zunehmenden Anstieg der PCV2-Virusmenge aus Proben
PCV2-geimpfter Betriebe. Wihrend sich im Zeitraum 2008 bis einschlieBlich des dritten
Quartals 2011 die Virusmengen der untersuchten Proben reduzierten und gegen Ende dieses
Zeitraums kaum noch die Nachweisgrenze erreichten, nahmen die Virusmengen der
untersuchten Proben anschlieBend wieder stetig zu, obwohl die Bestinde weiterhin gegen
PCV2 geimpft wurden. Ausgehend von diesen Beobachtungen und der Tatsache, dass PCV2
trotz Impfung in den Bestinden weiterhin zirkuliert (Kekarainen 2006; Grierson et al. 2004),
liegt die Vermutung nahe, dass eine Verdnderung in der PCV2-Genomsequenz stattgefunden

hat. Moglicherweise sind im Rahmen einer Selektion PCV2-Varianten entstanden, die sich der
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Impfung entziehen konnen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels vergleichender
Sequenzanalyse, Mutationen innerhalb der fiir Antigenitit und Virusreplikation zustindigen
Gene des PCV2-Genoms mit mdglichen Assoziation zwischen PCV2-Genotyp, Impfstatus und
Virusmenge in 62 PCV2-Sequenzen aus geimpften und nicht-geimpften Bestinden aus

Deutschland zu untersuchen.

el N
i e

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von porzinen Circovirus Typ 2 Partikeln
nach negativer Farbung eines PK/15-Zellkultur-Lysats, welches mit Material von PMWS-
erkrankten Schweinen inokuliert wurde (Allan et al. 2000).
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2 Literaturiibersicht

2.1 Porzine Circoviren

2.1.1 Geschichte

1974 wurde in einer permanenten Schweinenieren-Zelllinie PK-15 (ATCC-CCL 33) eine
Papova- und Picornavirus &hnliche Kontaminante entdeckt (Tischer et al. 1974). In
weiterfiilhrenden Studien stellte sich diese Kontaminante als neues, unbehiilltes, zirkular
einzelstrangiges DNA Virus dar. Es wurde als porzines Circovirus (PCV) bezeichnet (Tischer
et al. 1982). Serologische Untersuchungen auf PCV Antikoérper zeigten die weltweite
Verbreitung des Virus in der Schweinepopulation (Dulac 1989, Edwards und Sands 1994,
Horner 1991, Tischer et al. 1986, Tischer 1995). Es wurde als apathogen eingestuft, da weder
klinischen Symptome oder pathologische Lésionen beschrieben noch durch experimentelle
Infektionen induziert werden konnten (Allan 1995, Tischer et al. 1986). 1998 wurden PK-15
PCV dhnliche Viruspartikel aus Gewebeproben an Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrom (PMWS) erkrankter Schweine aus Nordamerika und Europa isoliert. Die isolierten
Viren schienen eng mit der original PK-15 Viruskontaminante verwandt zu sein, wiesen aber
antigene Unterschiede auf (Allan et al. 1998; Ellis J. et al. 1998). Bei strukturellen Vergleichen
der PK-15 Circoviren mit den Isolaten aus den erkrankten Schweinen, zeigten sich
umfangreiche Nukleotid- und Proteinsequenzunterschiede. So wiesen die PMW S-assoziierten
Circoviren lediglich eine Nukleotidsequenzhomologie von 68 % zu den PK-15 Circoviren auf
(Hamel 1998). Darauthin wurde die PK-15 PCV Variante als Porzines Circovirus Typ 1 (PCV1)
und die PMWS-assoziierte PCV Variante als Porzines Circovirus Typ 2 (PCV2) bezeichnet
(Meehan et al. 1998).

2.1.2 Taxonomie

Die porzinen Circoviren sind der Familie Circoviridae zuzuordnen (Segalés et al. 2005).
Innerhalb der Familie lassen sich zwei Genera basierend auf GenomgroBe und
Genomorganisation unterscheiden (Segalés et al. 2005). Zusammen mit dem Beak-and-Feather-
Disease-Virus und weiteren avidren Circoviren bilden die porzinen Circoviren den Genus
Circovirus. Vertreter dieses Genus weisen eine Ambisense-Genompolaritit auf und sowohl der

virale als auch der komplementére Strang kodieren fiir virale Proteine (Cheung 2012). Dem
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zweiten Genus Gyrovirus wird nicht nur das Chicken-Anemia-Virus sondern auch ein neu
entdecktes, humanes Gyrovirus zugeordnet (Sauvage et al. 2011). Diese Vertreter verfiigen
iiber eine Antisense-Genompolaritit und nur der komplementire positive Strang kodiert fiir
virale Proteine (Cheung 2012). Niagro et al. (1998) zeigten anhand von phylogenetischen
Studien eine mogliche Verwandtschaft der Circoviridae zu Pflanzenviren der Familien
Geminiviridae und Nanoviridae auf. Nach Sequenzanalysen des Rep-kodierenden Genoms
vermuten Gibbs und Weiller (1999), dass sich die Circoviren aus den Nanoviren entwickelten.
Threr Auffassung nach fand eine Ubertragung eines pflanzlichen Nanovirus auf ein Wirbeltier
statt. AnschlieBend kam es innerhalb des Wirbeltieres zu einer Rekombination mit einem
einzelstrangigen, tierpathogenen RNA Virus. Als ein weiteres Mitglied der Familie
Circoviridae wird ein neues Genus Cyclovirus vorgeschlagen. Dieses enthélt Viren welche im
Fézes von Menschen und Schimpansen identifiziert wurden und {iber eine Ambisense-

Genompolaritét verfiigen (Blinkova et al. 2009, Li et al. 2010a).

2.1.3 Nomenklatur

Das Internationale Komitee flir Virustaxonomie (ICTV) sieht keine Klassifizierung von
Virussubtypen vor. So finden sich in der Literatur zahlreiche Vorschldge zur Benennung der
Genotypen innerhalb des porzinen Circovirus Typ 2. Daher unterbreiteten die Mitglieder des
EU-Konsortiums fiir porzine Circovirus-Erkrankungen (www.pcvd.net) 2008 einen Vorschlag
zur einheitlichen Nomenklatur fiir die Bezeichnung der PCV2-Genotypen (Segalés et al. 2008).
Die Genotyp-Klassifizierung von PCV2-Isolaten erfolgt anhand von paarweisen
Sequenzvergleichen (PASC) (Cortey et al. 2011b, Grau-Roma et al. 2008, Segalés et al. 2008,
Trible und Rowland 2012). Dabei wird das Ausmal} der genetischen Verdnderung (p-Distanz)
ermittelt. Die Anzahl der Basenunterschiede wird durch die Gesamtzahl der Nukleotide geteilt.
Im Rahmen phylogenetischer Analysen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen der Genotyp-Klassifikation basierend auf dem kompletten PCV2-Genom und der
solitiren ORF2-Sequenz (Olvera et al. 2007). Vorrangig erfolgt die Genotypisierung von
PCV2-Isolaten anhand des Vergleiches der ORF2-Sequenzen (Trible und Rowland 2012). Die
PCV2-Isolate gehoren unterschiedlichen Genotypen an, wenn die genetische Differenz
zwischen den ORF2-Sequenzen mindestens 0,035 betrdgt (Segalés et al. 2008). Wird das
gesamte PCV2-Genom verglichen, liegt die genetische Differenz bei 0,02 (Grau-Roma et al.
2008). Aktuell lassen sich drei Genotypen innerhalb des porzinen Circovirus Typ 2
unterscheiden, PCV2a, PCV2b und PCV2c¢ (Segalés et al. 2008, Trible und Rowland 2012).
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PCV2a war bis 2003 der vorherrschende Genotyp in der Schweinepopulation weltweit als eine
globale Verschiebung des dominierenden Genotypen zu PCV2b einsetzte (Allan et al. 2007,
Carman 2006, Cortey et al. 2011a, Dupont et al. 2008, Gagnon et al. 2007, Guo et al. 2010,
Jantafong et al. 2011, Li et al. 2010b, Timmusk et al. 2008, Wang et al. 2009, Wiederkehr et al.
2009). Bis dato wurde in Nordamerika und Kanada nur der Genotyp PCV2a nachgewiesen,
wihrend in Europa und Asien auch PCV2b identifiziert wurde (Dupont et al. 2008; Trible und
Rowland 2012). Das Auftreten des Genotyps PCV2b ist moglicherweise mit einem Anstieg
schwerer PCVD Fillen in Kanada und Nordamerika assoziiert (Carman 2006, Carman et al.
2008, Trible und Rowland 2012). PCV2c wurde nur in archiviertem Material gesunder
Schweine aus den 1980igern in Dédnemark gefunden (Dupont et al. 2008). Lediglich drei Isolate
konnten diesem Genotypen bis jetzt zugeordnet werden (Segalés et al. 2008). 2009 berichteten
Wang et al. (2009) von der Existenz zweier weiterer PCV2-Genotypen, PCV2d und PCV2e.
Wang et al. (2009) verglichen komplette PCV2-Sequenzen, legten aber ihren Analysen weder
die von Grau-Roma et al. (2008) definierte genetische Differenz zugrunde noch wendeten sie
das PASC (Pairwise Sequence Comparison) zur Definition eines eigenen Schwellenwertes an
(Cortey et al. 2011b). Auch in der Schweinepopulation Thailands wurde der Genotyp PCV2e
identifiziert, die Ergebnisse basierten aber lediglich auf zehn PCV2-Isolaten (Jantafong et al.
2011). Es zeigten sich keine neuen Genotypen als Cortey et al. (2011b) die Sequenzanalysen
von Wang et al. (2009) zusammen mit weiteren 200 ORF2-Sequenzen sowie kompletten PCV2-
Genomsequenzen, basierend auf den genetischen Differenzen von Segalés et al. (2008) und
Grau-Roma et al. (2008), wiederholten. Des Weiteren sind Wangs Sequenzen (Wang et al.,
2009) nahezu identisch mit bereits 2007 von Olvera et al. analysierten Sequenzen (Cortey et al.

2011b).

In den USA (2012) und in Siidkorea (2013) wurde eine mutierte PCV2b-Variante (mPCV2) in
Féllen klinischer PCVD nachgewiesen und mit Impfdurchbriichen in Verbindung gebracht
(Chae 2015, Seo et al. 2014, Opriessnig et al. 2013b, Xiao et al. 2012). Diese Virusvariante
weist mehrere solitdre Aminosduremutationen im gesamten Kapsidprotein auf und wird durch
eine Mutation des Stopkodons im ORF2 von 233 auf 234 Aminoséduren erweitert (Chae 2015,
Guo et al. 2010, Guo et al. 2011, Guo et al. 2012). Bereits schon frither wurde diese Mutation
des ORF2-Stopkodons in PCV2-Isolaten aus Europa und Asien beschrieben (Chae 2015). So
wies Grierson et al. (2004) diese Verdnderung 2003 in einem PCV2-Isolat aus PCVD Fillen in
den Niederlanden nach. In Deutschland wurde sie 2005 in PCV2-Isolaten von Wildschweinen

identifiziert (Knell et al. 2005). Wahrend Olvera et al. (2007) diese Verdnderung der ORF2-
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Sequenz bei phylogenetischen Analyse anhand von im September 2005 in der NCBI Datenbank
vorhanden kompletten PCV2-Genomsequenzen beschrieb und als Cluster 1C bezeichnete.
Auch in China wurde die Mutation im Stopkodon des ORF2 nachgewiesen (Guo et al. 2010, Li
et al. 2010b, Wang et al. 2009). Sequenzanalysen anhand von Daten aus der NCBI Genbank
ergaben, dass die mutierte PCV2-Variante seit etwa 2006 vermehrt in China zirkulierte und sich
sogar bis in das Jahr 2002 zuriickverfolgen lieB3 (Opriessnig et al. 2014a, Wang et al. 2009). In
einigen Arealen Chinas scheint das mPCV2 die konventionelle Virusvariante PCV2b verdriangt
zu haben (Opriessnig et al. 2014b, Wei et al. 2013). Nach Opriessnig et al. (2014a) und Chae
(2015) handelt es sich bei dem von Wang et al. (2009) beschriebenen Genotypen PCV2d um
das mutierte PCV2b-Isolat (mPCV?2) (Abbildung 2).

—_
0.01

Abbildung 2: Beziehung zwischen den PCV2-Genotypen, basierend auf ORF-2-
Sequenzvergleichen (Opriessnig 2014d).

Auch von rekombinanten Virusvarianten bestehend aus ORF1 von PCVI1 und ORF2 von
PCV2a (Gagnon et al. 2010) bzw. ORF1 von PCV2a und ORF2 von PCV2b (Hesse et al. 2008)
wird berichtet. Gagnon et al. (2010) schlug fiir seine entdeckte Virusvariante die
Genotypbezeichnung PCV1/2a vor. Ob es sich hierbei um einen weiteren PCV2-Genotypen
handelt, ist stark umstritten. Zum einen wurden nur drei Félle identifiziert und zum anderen
besteht eine starke Ahnlichkeit zu einem chimiren inaktivierten Impfstamm (Suvaxyn, Firma
Zoetis; Gagnon et al. 2010, Gillespie et al. 2008). Um zu iiberpriifen, ob dieses Isolat
moglicherweise vom Suvaxyn-Impfstamm abstammt, nahm die Firma Zoetis die Vakzine
voriibergehend vom Markt. 2011 wurde die Vakzine in einer Neuformulierung wieder
eingefiihrt (Chae 2012, Fraile et al. 2012 b). Es finden sich weitere Berichte {iber das natiirliche
Auftreten von rekombinanten PCV2-Isolaten in vivo (Cheung 2009, Kim et al. 2009, Lefebvre
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et al. 2009, Ma et al. 2007) bzw. in vitro (Guo et al. 2011) sowie iiber die gleichzeitige Infektion
mit verschiedenen PCV2-Genotypen in ein und demselben Tier (Hesse et al. 2008, Horlen

2007).

2.1.4 Genomische Organisation

Mit einer Partikelgrofle von 17 nm handelt es sich um die kleinsten der bisher bekannten Viren
(Hamel 1998, Tischer et al. 1982). Das zirkuldr geschlossene, einzelstringige DNA-Genom
setzt sich aus 1759 (PCV1) bzw. aus 1767-1768 Nukleotiden (PCV2) zusammen (Meehan et
al. 1998). Die Sequenzhomologie innerhalb der PCV1- bzw. PCV2-Isolate betridgt > 90 %,
wihrend die Homologie zwischen den PCV1- und PCV2-Isolaten nur 68-76 % betrdgt (Cheung
2003c). Das Genom ist auf das allernétigste reduziert, dem Replizieren und Verpacken der
viralen Information (Finsterbusch und Mankertz 2009). Diese Funktion iibernechmen die
Hauptleserahmen ORF1 und ORF2, zwei der insgesamt elf offenen Leserahmen (Hamel 1998,
Abbildung 4). Durch die Ambisense-Polaritit des Genoms sind die offenen Leserahmen in
zueinander entgegengesetzter Leserichtung angeordnet und erzeugen zwei intergenische
Regionen (Mankertz et al. 2004). Eine kiirzere zwischen den 3’-Enden von ORF1 und ORF2
sowie eine ldngere zwischen den 5°-Enden. Letztere Region beinhaltet den Ursprung der viralen
Replikation (ORI) (Finsterbusch und Mankertz 2009). Der Replikationsursprung wird durch
eine Stammschleifenstruktur charakterisiert (Mankertz 1997). Beide PCV-Genome haben
nahezu identische Stammschleifenmotive (Hamel 1998, Abbildung 3). Der Stamm besteht aus
einer Basenpaarung von elf Basenpaaren, die ein Palindrom bilden (5GAAGTGCGCTG3').
Die Schleife besteht aus zwolf (PCV1) bzw. zehn Nukleotiden (PCV2) und beinhaltet an ihrem
Scheitelpunkt eine konservierte Sequenz. Hamel (1998), Mankertz (1997; 2003; 2004), Meehan
et al. (1997) und Ramamoorthy et al. (2009) bezeichneten diese Struktur als Nonanukleotid
[5'(T/A)AGTATTAC3'], wihrend Cheung (2012) sie als Oktanukleotid (5'AGTATTAC3")
benannte. Das konservierte Oktanukleotid ist essentiell fiir die Virusreplikation und enthilt
essentielle als auch nicht-essentielle Nukleotide. Bei einem Austausch von essentiellen
Nukleotiden findet keine Replikation statt, wohingegen ein Austausch von nicht-essentiellen
Nukleotiden zu keiner Beeintréchtigung fiihrt. Die nicht-essentiellen Nukleotide befinden sich
an Position 2 und 5 des Oktanukleotids (AXTAXTAC) (Cheung 2012). Am rechten Arm der
Stammschleifenstruktur befindet sich eine sechs Basenpaar lange, viermalig direkt
wiederholende Sequenz (5'CGGCAG3'), die als H1/H2 und H3/H4 bezeichnet wird (Cheung

2012, Mankertz et al. 2004). Unterbrochen werden die Hexamere von sich ebenfalls
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wiederholende Pentameren (5'CACCT3'; Mankertz et al. 2003). Die vier Hexamere dienen als
Bindungsstellen fiir die Rep-Gen-Produkte in vitro (Steinfeldt et al. 2001). Laut Mankertz
(2002) wird die Repression des Rep-Promotors durch die Bindung des Rep-Proteins an die
Hexamere H1/H2 vermittelt, wihrend eine Bindung an H3/H4 jedoch nicht erforderlich ist.
Daher bezeichneten Mankertz et al. (2004) den rechten Arm der Stammschleife zusammen mit
H1/H2 als minimale Bindungsstelle. Innerhalb der Promotorregion des Rep-Gens identifizierte
Mankertz (2002) ein Interferonstimulierendes Response Element (ISRE). Es wurde vermutet,
dass dieses Element (SAAAAGTGAAAGA3', Genomposition 1742-1753 nt) eine Verbindung
zwischen der Aktivierung des Abwehr- und Immunsystems und der Aktivierung der
Replikation von PCV?2 in der Wirtszelle darstellt (Reiner und Willems H. 2008). Ramamoorthy
et al. (2009) konnten nachweisen, dass ISRE die Interferon vermittelnde Verstirkung der
PCV2-Replikation in vitro beeinflusst wenn es in einem intakten Virus vorhanden war und

sprachen ihm eine wichtige Rolle in der viralen Pathogenese zu (Ramamoorthy et al. 2011).

500 1000 1500  PCV
L L L

LI rep | |
i P

IS ORF3 PCV1
IS ORF3 PCV2

FFOHA0QORG
HEO»OOOO X

CCACGTCATCCTATAAAAGTGAAA G (CGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCG=-=-TCAGTG-~ARAATGCCAAGCAAGAAAAG
H1 H2 H3 H4 .
ori PCV1

9

'
Frodaonanaad
HHEOPOQOGPO

ATACGTCATAGC-TGAARACGAAA G CGmq:mﬁCACCTCGGCAGCICCTCAGCABCMCATGCCCAGCMCMGM
M W2 H3 ori PCV2

Abbildung 3: Eine lineare Abbildung des PCV-Genoms zeigt die beiden Hauptleserahmen
ORF1 (Rep) und ORF2 (Cap). Innerhalb des Rep-Gens sind die drei RCR-Motive (I-11I) sowie
die INTP-Bindungsdoméne (P) eingezeichnet. Die unterschiedlichen ORF3 Langen von PCV1
und PCV2 sind im grauen Késtchen angezeigt. Der untere Teil zeigt einen Vergleich der
Replikationsurspriinge (ORI) von PCV1 und PCV2 mit der Stammschleifenstruktur. Die
konservierte Nonamersequenz wird in einer grauen Box angezeigt. Die Strangbruchstelle wird
durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die sich wiederholenden Hexamer 1-4 sind durch offene

Felder markiert (Finsterbusch und Mankertz 2009).
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2.1.5 Offene Leserahmen

ISRE ORI

ORF 2

cap

ORF 1

rep, rep’

Abbildung 4: Schema des ringférmigen PCV2-Genoms mit den Leserahmen ORF1-ORF3.
ISRE: Interferon stimuliertes Response Element; ORI: Origin of Replication; rep, rep’:
Replikationsgene; cap: Kapsidgen (Reiner 2008)

2.1.5.1 ORF1

Der ORFI1 (Nukleotide: 51-995; Hamel 1998) ist auf dem viralen DNA-Strang im
Uhrzeigersinn angeordnet und kodiert fiir acht RNA-Produkte, die durch alternatives Spleifien
entstehen. Es sind fiinf Rep-RNA (Rep, Rep’, Rep3a, Rep3b, Rep3c) und drei NS-RNA (NS515,
NS672, NSO; Cheung 2003c). Fiir die Virusreplikation essentiell sind nur Rep und Rep' (Cheung
2004, Cheung 2003b) sowie die translatierten Proteine Rep und Rep‘ (Mankertz 1998,
Mankertz und Hillenbrand 2001). Unklar ist, ob die sogenannten minor-RNAs (Rep3a, Rep3b,
Rep3c, NS462, NS642, NS515, NS672, NSO) Proteine kodieren und welche Funktion sie im
Lebenszyklus der porzinen Circoviren libernehmen (Cheung 2012; 2003c). Das Rep-Protein
wird vom gesamten ORF1 kodiert und weist eine Aminosédureldnge von 314 aa und 35,8 kDA
auf (Cheung 2003c, Hamel 1998). Es beinhaltet drei konservierte Motive, die typisch fiir die
enzymatisch initiierte Replikation im Rolling-Circle-Modus sind sowie eine Phosphat-
bindende Schleife (P-Loop) fiir Bindungsprozesse wihrend der Nukleinsduresynthese (ANTP
Bindungsprozesse) (Mankertz et al. 2004). Der P-Loop ist eine Helikasedoméne, die ATPase-
Aktivitdt in Gegenwart von zweiwertigen lonen aufweist (Cheung 2012, Steinfeldt et al. 2007).

Die Funktion des Motivs RC-I ist unbekannt, RC-II ist fiir die Koordination zweiwertiger lonen
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zustdndig. RC-III enthidlt einen Tyrosinrest zur Bildung eines Einschnittes an der
Oktanukleotidsequenz des ORI sowie zur Erzeugung einer kovalente Bindungsstelle am 5'-
Ende der verschobenen DNA. Mutationsstudien zeigen, dass RC-I, -II und -III essentiell fiir die
ORI-Spaltung und die PCV-Replikation in Zellkulturen sind. Wahrend der P-Loop zwar nicht
essentiell fiir die ORI-Spaltung in vitro aber unverzichtbar fiir die DNA-Replikation in
Zellkulturen ist (Cheung 2012, Steinfeldt et al. 2007). Das Rep‘-Protein wird von einer
gespleifiten RNA des ORF1 translatiert und ist 178 Aminoséduren lang (Cheung 2003c). Es
enthélt die Motive RC-I, -1 und -III, jedoch nicht den P-Loop (Cheung 2012). Rep und Rep'
beinhalten beide in ihrem identischen N-Terminus drei Kernlokalisierungssignale (NLS). NLS-
1 und NLS-2 vermitteln die Kernakkumulation wahrend NLS-3 als Verstarker des Kernimports
von Rep und Rep' fungiert (Finsterbusch und Mankertz 2009).

2.1.5.2 ORF2

Der ORF2 (Nukleotide 1735-1034, Hamel 1998) ist auf dem komplementéiren Strang lokalisiert
und gegen den Uhrzeigersinn ausgerichtet. Er kodiert das Hauptstrukturprotein (Cap) welches
aus 233 bzw. 234 Aminosiuren (Cheung 2003a, Mankertz et al. 2004) besteht und eine
Molekiilmasse von 30 kDA besitzt (Nawagitgul et al. 2000). Das Kapsidprotein von PCV1 und
PCV2 weist eine Sequenzhomologie von 67 % auf (Cheung 2003c). Bei Betrachtung im
Elektronenmikroskop offenbart sich, dass sich das Strukturprotein nach Expression in
Bakterien- und Insektenzellen zu Virus-dhnlichen Partikeln (VLP) verbindet (Nawagitgul et al.
2000). Das Strukturprotein wirkt sich {iiber variable Sequenzabschnitte, sogenannte
immunogene Epitope, auf die Antigenitit, die Wirtsimmunitit und den Zelltropismus aus
(Olvera et al. 2007). Mahe et al. (2000) lokalisierten die variablen Bereiche an den
Aminosdurepositionen 65-87, 113-139 und 193-207. Lekcharoensuk et al. (2004) ergénzten die
Aminosédurepositionen 47-63, 165-200 und die letzten vier Aminosduren am C-Terminus des
ORF2. Als spezifisch fiir das PCV2-Kapsidprotein identifizierten Truong et al. (2001) die
Epitope 69-83 und 117-131. Bei phylogenetischen Analysen mehrerer PCV2-Isolate, beteiligt
an verschieden stark ausgepriagten Féllen von PCVD, fanden Larochelle et al. (2002) drei hoch
variable Bereiche in der Aminosiuresequenz des ORF2 an Position 59-80, 121-136 und 180-
191. Die zwei erstgenannten iiberschneiden sich mit den immunogenen Bereichen von Mahe et
al. (2000). Eine mogliche Verbindung zwischen Veranderungen der Kapsidproteinsequenz und
der Pathogenitit verschiedener PCV2-Isolaten wird vermutet (Fenaux et al. 2004b, Krakowka

et al. 2012, Larochelle et al. 2002). Cheung et al. (2007) beschrieben zwei im Kapsidprotein
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lokalisierte Aminosiduremotive, die entweder mit dem PCV2-Genotypen 2a oder 2b assoziiert
sind. Auch die Motive liberschneiden sich zum Teil mit den immunogenen Bereichen von Mahe
et al. (2000). Motiv-1 setzt sich aus sechs Aminosaduren an Position 86-91 und Motiv-2 aus vier
Aminosduren an Position 190, 191, 206 und 210 zusammen (Cheung 2009). Die Signatur fiir
PCV2a-Motiv-1a lautet TnKIsI (1487-1473 nt) und fiir Motiv-2a SRKD. Entsprechend fiir
PCV2b lautet Motiv-1b SN\PRsV (1486-1472 nt) und Motiv-2b AGIE (Cheung et al. 2007,
Grau-Roma et al. 2008, Timmusk et al. 2008). PCV2-Isolate mit Motiv-2b zeigten eine hohere
Anreicherung von viralem Protein im Kern der infizierten Wirtszelle und eine bessere
Replikation im Vergleich zu PCV2-Isolaten mit Motiv-2a (Cheung und Greenlee 2011).
Finsterbusch et al. (2009) und Timmusk et al. (2006) entdeckten Interaktionen des
Kapsidproteins mit dem Rep-Protein sowie mit einer geringen Anzahl zelluldre Proteine. Die
Cap-Rep-Bindung dient womoglich dem Transport von Rep und Rep' aus dem Zytoplasma in
den Zellkern zur Regulation der DNA-Replikation (Lin et al. 2009, Timmusk et al. 2006). Das
Kapsidprotein verfiigt {iber einen Arginin-reichen N-Terminus (Mankertz et al. 2004), der an
der Bindung viraler DNA beteiligt zu sein scheint (Finsterbusch und Mankertz 2009). Laut
Cheung und Bolin (2002) sowie Liu et al. (2001) fungieren einundvierzig Aminosduren des N-
Terminus als Kernlokalisierungssignal, insbesondere die Bereiche der Aminoséduren 12-18 und

34-41 scheinen fiir eine optimale Kernlokalisation verantwortlich zu sein.

2.1.5.3 ORF3

Der ORF3 (Nukleotide 671-357; Hamel 1998) ist auf dem komplementéren Strang lokalisiert,
gegen den Uhrzeigersinn ausgerichtet und iiberlappt komplett mit dem ORF1. Das kodierte
Protein setzt sich aus 104 Aminosduren zusammen und verfiigt iber ein Molekulargewicht von
11,9 kDA (Hamel 1998). Zwischen dem ORF3-Protein von PCV2 und PCV1 besteht lediglich
eine Aminosduresequenzhomologie von 61,5 % (Liu et al. 2005, Hamel 1998). In PCV2-
Sequenzanalysen =zeigt sich das ORF3-Protein hoch konserviert und weist eine
Aminosédureidentitdt von > 94,5 % auf (Liu et al. 2005). Es ist vorherrschend im Zellkern und
nur zu einem geringen Anteil im Zytoplasma der Wirtszellen lokalisiert (Liu et al. 2005).
Timmusk et al. (2009) wies eine Interaktion des PCV2-ORF3-Proteins mit einem Regulator des
G-Protein-Signals (RGS), dem porzinen RGS16, nach. Es scheint an der Translokation des
ORF3-Proteins in den Zellkern beteiligt zu sein. Das ORF3-Protein von PCV2 ist nicht
essentiell fiir die Virusreplikation in vitro (Liu et al. 2005) und in vivo (Liu et al. 2006). Es ist

jedoch an der Virus-induzierten Apoptose liber die Aktivierung von Caspase-8 und Caspase-3
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beteiligt (Liu et al. 2005). Zudem wirkt es nicht nur {iber die Caspase-Aktivierungskaskade
sondern auch iiber eine spezifische und direkte Bindung an die porzine p53-induzierende-
RING-H2-Ligase (pPirh2) an der Induktion der Apoptose infizierter Zellen mit (Liu et al.
2007). Die Bindung des ORF3-Proteins an pPirh2 hemmt dessen zytoplasmatische
Stabilisation, dies fiihrt wiederum zu einer Steigerung der Expression des
Tumorsuppressorgens p53 und infolge dessen zur Apoptose der Zellen (Liu et al. 2007).
Karuppannan et al. (2010) identifizierte die Aminosaurepositionen 20-65 des ORF3-Proteins

als essentiell fiir die Bindung an pPirh2.

2.1.54 ORF4

Der ORF4 kodiert fiir ein Protein, das nicht essentiell fiir die PCV2-Virusreplikation ist aber
eine Rolle bei der Unterdriickung der Caspaseaktivitit und der Regulierung der CD4- und CD8-
T-Lymphozyten wéhrend einer PCV2-Infektion spielt (He et al. 2013). Der ORF4 (nt 565 - nt
386) ist innerhalb des ORF3 lokalisiert und in die gleiche Richtung orientiert (Hamel 1998).
Das kodierte Peptid weist eine Lange von 59 Aminosduren und ein Molekulargewicht von 5,6
kDA auf (He et al. 2013). He et al. (2013) vermuten eine Zusammenarbeit von ORF3 und ORF4
in Bezug auf die Apoptose-Aktivitét.

2.1.5.5 Mutationen innerhalb genetischer Elemente des PCV2-Genoms

Sequenzvariationen der verschiedenen genetischen Elemente des PCV2-Genoms wird eine
mogliche Beeinflussung der viralen Pathogenese mit Auswirkungen auf Virusmenge,
Immunogenitdt und Antigenitdt zugesprochen. Mutationen des im Replikationsursprung des
PCV2-Genoms lokalisierten Interferon-stimulierenden-Elements zeigten keine signifikante
Auswirkung auf die Virusreplikation in vitro (Ramamoorthy et al. 2009) jedoch in vivo
(Ramamoorthy et al. 2011). Eine mutationsbedingte negative Beeinflussung der
Widerstandsfahigkeit des Virus gegeniiber dem Wirtsimmunsystem scheint eine mogliche

Erklarung fiir diesen Unterschied zu sein (Ramamoorthy et al. 2011).

Huaet al. (2013) sehen in der ORF1-kodierten-Repsequenz einen moglichen Beitrag zur PCV2-
Pathogenitét in vivo. Es wird vermutet, dass sich Verdnderungen der Rep-Sequenz iiber eine
Beeinflussung des viralen Replikationsvermdgens auf die Virulenz der PCV2-Isolate auswirken

(Hua et al. 2013). Sinha et al. (2012) fiihrten die in vitro Unterschiede in der PCV2-Replikation
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in Alveolarmakrophagen (PAMs) auf die PCV2a-ORF1-Sequenz zuriick, wobei eine
Beeinflussung der Ergebnisse durch eine gleichzeitige PRRSV-Infektion nicht vollig

ausgeschlossen wurde.

Variationen in der ORF2-kodierten Kapsidprotein-Sequenz, insbesondere im Bereich
immunogener Epitope, werden Auswirkungen auf die Antigenitit der PCV2-Isolate
zugeschrieben (Fenaux et al. 2004b, Krakowka et al. 2012, Larochelle et al. 2002). In einer
Viruspassagestudie mit einem PCV2a-Isolat traten zwei Aminosduremutationen auf, wobei
eine davon (R1915) in einer immunogenen Region (Lekcharoensuk et al. 2004) lokalisiert war
(Fenaux et al. 2004b). Es wurde vermutet, dass beide Mutationen zu einer
Konformationsédnderung des Kapsidproteins fithrten. Bei der 30. Passage wurde an der
Proteinposition 110 (nt 328) ein Prolin gegen ein Arginin ausgetauscht, bei der 120. Passage an
Proteinposition 191 (nt 573) ein Arginin gegen ein Serin. Im Verlauf der Studie zeigte sich,
dass diese Mutationen zwar zu einer verbesserten Virusreplikation in vitro aber zu einer
Virulenzabschwéchung in vivo fithrten (Fenaux et al. 2004b). Auch Krakowka et al. (2012)
zeigten in einer retrospektiven Studie, dass Mutationen innerhalb des zweiten immunogenen
Epitops des ORF2 (Aminoséduren 113-139; Mahe et al. 2000) das Virulenzpotential von PCV2-
Isolaten verdndern konnen. Die abgeleitete Aminosduresequenz (Aminosduren 133-135) eines
neun Basenpaar langen Segments (nt 1331-1339) fiihrt zu einer Konformationsénderung des
Nukleokapsids von hydrophil zu hydrophob. Infolge dessen veréndert sich die Virulenz der

Isolate von vormals apathogen zu pathogen (Krakowka et al. 2012).

Eine in Asien und Europa sporadisch auftretende PCV2b-ORF2-Mutante (mPCV2) (Chae
2015, Opriessnig und Langohr 2013, Xiao et al. 2012) verfiigt im Vergleich zu den
Hauptgenotypen PCV2a und PCV2b scheinbar iiber eine gesteigerte Virulenz in vivo (Guo et
al. 2012). Punktmutationen von T zu C an Nukleotidposition 1033 und von A zu T an
Nukleotidposition 1035 des PCV2-Genoms resultieren in einer Anderung des Stopkodons
(UAA) des ORF2 zu einem Lysin-Kodon (AAG) (Abbildung 5). Gleichzeitig verschiebt sich
das Stopkodon (UAA) von den Nukleotidpositionen 1033-1035 auf die Nukleotidpositionen
1030-1032 (UAG) und fiihrt somit zu einer Verldngerung des Proteins um eine Aminosdure
(Chae 2015, Guo et al. 2011). Die Kapsidproteinsequenz erweiterte sich um ein zuséitzliches
Lysin (K) von 233 auf 234 Aminoséuren (Chae 2015, Opriessnig et al. 2014a, Guo et al. 2012).
Wiéhrend Guo et al. (2012) bei einer Challenge-Studie an 30 Tage alten, konventionellen

Ferkeln (20 Tiere) von einer Virulenzsteigerung des mPCV2b in vivo im Vergleich zu PCV2a
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und PCV2b berichtete. Konnte Opriessnig et al. (2014a) keine signifikanten
Virulenzunterschiede zwischen PCV2a, PCV2b und mPCV?2 in einer Studie an zwei Wochen

alten, naiven Ferkeln, feststellen.

1735 51 1734 51 1734 51

ORF2{702 nt} ORF2(702 ot} ORF270% nt]
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der PCV2-ORF2-Mutante mPCV2b (rBDH) im
Vergleich zu den PCV2-Gentoypen PCV2a (rCL) und PCV2b (rJF) unter Beriicksichtigung der
Punktmutationen von T zu C an Nukleotidposition 1033 und von A zu T an Nukleotidposition

1035 des PCV2-Genoms (Guo et al. 2012).

Karuppannan et al. (2009) und Liu et al. (2006) beschrieben einen Zusammenhang zwischen
dem ORF3-kodierten Apoptose-induzierenden-Protein und der viraler Pathogenese. Nach Liu
et al. (20006) fiihrte eine fehlende ORF3-Expression zu einer signifikanten Reduzierung der
PCV2-vermittelnden Apoptose in Zellkulturen. Hierbei verglichen Liu et al. (2006) in einer
Studie an acht Wochen alten Mausen unverianderte PCV2-Isolate (Wild Typ) und PCV2-Isolate
mit unterdriicktem ORF3-Protein auf PCVD-typische Gewebsldsionen sowie auf die Hohe der
induzierten Virus- und Antigenmengen. Im Gegensatz zu den unveridnderten PCV2-Isolaten
zeigten sich bei den PCV2-Isolaten mit unterdriicktem ORF3-Protein geringere Virus- und
Antigenmenge im Gewebe sowie keine offensichtlichen pathologischen Lésionen. Laut
Karuppannan et al. (2009) waren PCV2-Isolate mit unterdriicktem ORF3-Protein in vivo
abgeschwicht, da sie eine geringere Virusmenge und keine pathologischen Lésionen in
Schweinen induzierten. So belegten Karuppannan et al. (2009) eine Abschwichung der
Pathogenitét bei unterdriicktem ORF3-Protein in SPF-Ferkeln sowie eine milde Virdmie und
das Fehlen von pathologischen Lésionen im Vergleich zu unverdanderten PCV2-Varianten. Die
Ergebnisse von Karuppannan et al. (2009) und Liu et al. (2006) sind in Hinblick auf ihre
Giltigkeit allerdings nicht ganz eindeutig. Die Erkenntnisse von Liu et al. (2006) basieren auf

einem Maus-Modell, obwohl zum einen Mause nicht der natiirliche Wirt von PCV2 sind und
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zum anderen das Maus-Modell laut Opriessnig et al. (2009¢) nur begrenzt zur Untersuchung
der PCV2-Pathogenese herangezogen werden kann (Juhan et al. 2010). Die Ergebnisse von
Karuppannan et al. (2009) basieren auf einer Studie (12 Tiere) ohne Kontrollgruppe (Juhan et
al. 2010). Des Weiteren stehen die Ergebnisse von Chaiyakul et al. (2010) und Juhan et al.
(2010) den Ergebnissen von Karuppannan (2009) und Liu (2006) entgegen. Juhan et al. (2010)
konnten in einer kombinierten in vitro und in vivo Studie in PK-15 Zellkulturen sowie an drei
Wochen alten konventionellen Ferkeln die Ergebnisse von Karuppannan et al. (2009) und Liu
et al. (2006) nicht nachvollziehen. Zwar flihrte bei Juhan et al. (2010) die Unterdriickung des
ORF3-Proteins im Vergleich zu den unveridnderten PCV2-Isolaten zu einer verzdgerten
Serokonversion und zu einer geringeren Virusmenge im Serum der Ferkel. Aber es konnten
keine signifikanten Unterschiede im Schweregrad der pathologischen Lisionen oder der PCV2-
spezifischen Antigenmenge gefunden werden. In einer Zellkulturstudie verglichen Chaiyakul
et al. (2010) die Zytotoxizitit des PCV2/ORF3-Proteins mit der des PCV1/ORF3-Proteins.
Hierbei zeigte das PCV1/ORF3-Protein eine hohere Rate an Apoptose-bedingten Zelltod und
wirkte gegeniiber einer grofleren Anzahl an unterschiedlichen Zelltypen toxisch. Nach Meinung
Chaiyakul et al. (2010) wurde die PCV2-Pathogenitit entweder nicht oder nicht alleine durch
das ORF3-Protein bestimmt. Inwieweit das ORF3-Protein {liber die Regulation der Apoptose-
Aktivitdt tatsdchlich eine Rolle in der viralen Pathogenese spielt, ist bis heute nicht eindeutig

geklart und wird kontrovers diskutiert (Meng 2013).

2.2 Pathogenese

Wenig ist bis heute bekannt iiber die Pathogenese der PCV2-Infektion oder welche Zellen die
initiale Virusreplikation in vivo unterstiitzen (Meng 2013, Opriessnig et al. 2007, Abbildung 6).
Obwohl das PCV2 serologisch weltweit ubiquitdr in der Schweinepopulation verbreitet ist
(Segalés et al. 2005), entwickelt nur ein kleiner Teil der infizierten Tiere eine klinische
Erkrankung (Meng 2013, Opriessnig et al. 2007). So fiihrt eine alleinige PCV2-Infektion nur
bei 1,9 % der Fille zu einer klinischen PCVD (Pallares et al. 2002).

Opriessnig et al. (2008b), Pogranichniy et al. (2000) und Rovira et al. (2002) beschrieben eine
PCV2-Viramie erstmals am siebten Tag nach Infektion, mit einem Peak etwa zwischen
vierzehn und einundzwanzig Tagen nach Infektion. Unter natiirlichen Bedingungen werden die
maternalen Antikorper wihrend der Aufzuchtphase abgebaut, gefolgt von einer aktiven
Serokonversion (Blanchard 2003, Larochelle et al. 2003, Rodriguez-Arrioja 2002, Segalés et

al. 2005). Diese tritt etwa im Alter von sieben bis zwolf Wochen auf, wobei Antikdrper zuletzt
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bis mindestens zu einem Alter von 28 Wochen nachweisbar sind (Allan und Ellis 2000,
Rodriguez-Arrioja 2002, Segalés et al. 2005). Dagegen wurde bei experimentell infizierte Tiere
eine Serokonversion gegen PCV2 zwischen 14 und 28 Tage nach Infektion beschrieben
(Pogranichniy et al. 2000, Rovira et al. 2002).

Oft wird die Entstehung einer klinischen PCVD durch eine gleichzeitige bakterielle oder virale
Infektion beschleunigt, der Schweregrad der Symptome verstirkt und die Krankheitsdauer
verldngert (Opriessnig und Halbur 2012). Auch in der Genetik des Wirtes sowie in einer
Immunstimulation werden mogliche Einfliisse auf die Entwicklung des Krankheitsgeschehens
gesehen (Opriessnig et al. 2007, Meng 2013). Im Falle einer klinisch manifesten PCVD werden
stets eine Lymphozytendepletion sowie eine Lymphopenie des peripheren Blutes beschrieben
(Allan und Ellis 2000, Opriessnig et al. 2007). Die Lymphozyten werden in den angegriffenen
lymphatischen Geweben durch Makrophagen und Dendritische Zellen ersetzt (Histiozytose)
(Meng 2013, Opriessnig et al. 2007). Mithilfe genetischer Analysen und Sequenzvergleichen
von PCV2-Isolaten versuchte man die Unterschiede in der klinischen Manifestation einer

PCVD zu ergriinden (Opriessnig et al. 2007).

2.2.1 Ubertragung von PCV2

PCV2 wird sowohl horizontal als auch vertikal mit zahlreiche Kdrperfliissigkeiten iibertragen
(Beach und Meng 2012). Der effizienteste Infektionsweg stellt die horizontale Ubertragung via
direkten Kontakt mit infektiosen Atmungs- und Verdauungssekreten sowie Harn und Kot dar
(Rose et al. 2012). Withrend Shibata et al. (2003) hierbei der oro-nasalen Ubertragung die
grofite Bedeutung zuwies, sahen Yang et al. (2003) und Jensen et al. (2006) diese in der oro-
fikalen Ubertragung. Infektidse Viruspartikel wurden nicht nur in Serum, Tonsillen, Speichel,
Nasen-, Augen- und Bronchialsekreten (Krakowka et al. 2000, Segalés et al. 2005, Shibata et
al. 2003) beschrieben sondern auch in Kolostrum, Milch und Samen jeweils nach Feldinfektion
(Gerber et al. 2011) oder bei experimentell (Ha et al. 2009) PCV2-infizierten Sauen und Ebern
nachgewiesen (Larochelle et al. 2000, Park et al. 2009, Shibata et al. 2006). Ha et al. (2010)
belegten die Ubertragung von PCV2 und die Reproduktion von PMWS in neugeborenen,

naiven Ferkeln durch die Verfiitterung von Kolostrum und Milch PCV2-infizierter Sauen.

Die Dauer der Virusausscheidung wurde bei natiirlicher Infektion der Schweine mit bis zu 209
Tagen nach Abferkeln (Patterson et al. 2011a) bzw. mit bis zu 69 Tagen nach experimenteller

Infektion (Patterson et al. 2011b) angegeben. Bei natiirlich infizierten Ebern wurde die
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phasenweise Virusausscheidung iiber den Samen mit 27,3 Wochen angegeben (McIntosh et al.
2006), wihrend Madson et al. (2008) bei experimentell infizierten Ebern eine
Virusausscheidung von bis zu 90 Tagen nach Infektion beschrieben. Des Weiteren wurde die
Induktion von PCV2-bedingten Reproduktionsstérungen durch die Insemination naiver Sauen
mit Samen hoher PCV2-Mengen nachgewiesen (Madson et al. 2009a). Jedoch erschien die
PCV2-Ubertragung iiber den Samen Dosis-abhéingig zu sein. Da eine PCV2-Infektion naiver
Sauen mit Samen niedrigen PCV2-Gehaltes fehlschlug (Madson et al. 2009b).

Aufgrund der verschiedenen Ubertragungswege des porzinen Circovirus Typ 2 erscheint auch
die Umweltbelastung mit PCV2 ein wichtiger Faktor fiir die Herdengesundheit zu sein (Beach
und Meng 2012). Eine PCV2-Ubertragung mit dem Wind, wie bei Rathkjen (2003)
beschrieben, konnten Rose et al. (2012) nicht ausschlieBen. Jedoch war die Wahrscheinlichkeit
einer Ubertragung streng durch die Distanz zwischen infektidsem und anfilligem Tier limitiert
(Rose et al. 2012). Hierdurch erklart sich eine potenticlle Gefahr fiir Gebiete mit hoher
Schweinedichte (Verreault et al. 2010). Verreault et al. (2010) belegten eine hohe
Konzentration an PCV2-DNA in Staubpartikeln von bis zu 10’ Genomkopien/m® Luft. Die
Staubbelastung variierte jedoch von Betrieb zu Betrieb. Blunt et al. (2011) wiesen in
Stubenfliegen (Musca domestica) aus Schweinebetrieben PCV2-DNA nach. Zwar bestehe in
der Ubertragung von adulten Fliegen zwischen den Betrieben eine mogliche Gefahr der
Einschleppung von PCV2 in Schweinebestinde. Jedoch sei es wahrscheinlicher, dass die
Fliegen einen mechanischen Vektor der PCV2-Ubertragung darstellen und eher als MessgroBe
fiir die Umweltbelastung verwendet werden konnen (Blunt et al. 2011). Des Weiteren war eine
Betrieb-zu-Betrieb-Ubertragung auch durch die Einfiihrung infizierter Tiere (Albina et al. 2001,
Bolin et al. 2001) oder durch die Verwendung infizierten Samens (Madson und Opriessnig
2011) moglich. Auch konnten sich Schweine durch den Verzehr von rohem Fleisch virdamischer

Tiere infizieren (Opriessnig et al. 2009d).

Die vertikale Infektionsroute ist unter Feldbedingungen schwer zu beurteilen, spielt aber eine
entscheidende Rolle bei der Virusiibertragung zwischen und innerhalb einer Herde (Rose et al.
2012). Intrauterin infizierte Ferkel konnen virdmisch geboren werden und einen Beitrag zur

horizontalen PCV2-Ubertragung in der Aufzucht leisten (Madson und Opriessnig 2011).
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2.2.2 PCV2-Zielzellen

Da das porzine Circovirus fiir die Replikation auf die zelluldren Polymerasen seines Wirtes
wihrend der S-Phase der Mitose angewiesen ist, bevorzugt es schnell teilende Zellen und
Gewebe (Tischer 1987). Eine PCV2-Infektion kann sowohl prinatal zu unterschiedlichen
embryonalen oder fotalen Entwicklungsstadien erfolgen als auch postnatal zu verschiedenen
Altersstufen (Nauwynck et al. 2012). Basierend auf diesem Hintergrund ist eine Variation der
Zielzellen in Abhédngigkeit des Entwicklungsstatus bzw. des Alters des Tieres nicht
verwunderlich. Wéhrend Gilpin et al. (2003) und Vincent et al. (2003) den Makrophagen und
Dendritischen Zellen keine signifikante Rolle in der PCV2-Replikation zusprachen. Und die
nachgewiesenen hohen Virusgehalte innerhalb dieser Zellen auf eine Anreicherung von PCV2-
Antigen infolge einer Phagozytose und nicht auf eine aktive Virusreplikation zuriickfiihrten.
Schilderten Hamberg et al. (2007), Mateusen et al. (2004), Pérez-Martin et al. (2007),
Rodriguez-Carifio et al. (2010), Sanchez et al. (2001), Sanchez et al. (2003), Sanchez et al.
(2004) und Yu et al. (2007), dass vor allem Makrophagen aber auch endotheliale und epitheliale
Zellen die Virusreplikation sehr wahrscheinlich unterstiitzten. So wiesen Mateusen et al. (2004)
eine PCV2-Replikation in in vivo-produzierten Zona-pellucida freien Morulae und Blastozysten
nach, wobei deren Anfilligkeit mit ihrem Entwicklungsstatus stieg. Sanchez et al. (2003)
beschrieben eine Anderung der PCV2-Zielzellen im Verlauf der fotalen Entwicklung. Von
Kardiomyozyten, Hepatozyten und Makrophagen zur alleinigen Bevorzugung der
Makrophagen postnatal (Sanchez et al. 2003). Hamberg et al. (2007) und Rodriguez-Carifio et
al. (2010) wiesen eine PCV2-Replikation innerhalb von Histiozyten und Makrophagen des
Thymus und der Lymphknoten, sowie in Dendritischen Zellen der Lymphknoten nach. Vincent
et al. (2003) belegten eine PCV2-Persistenz in Dendritischen Zellen in vitro ohne Reduktion
der Infektiositdt oder der Virusmenge. Aufgrund der Migrationsfahigkeit der Dendritischen
Zellen wurde darin eine Moglichkeit flir das porzine Circovirus gesehen, sich im Wirt zu
verbreiten (Vincent et al. 2003). Auch Pérez-Martin et al. (2007) identifizierten PCV2-
Replikationsprodukte in Makrophagen, in den Epithelzellen der Tonsillen, Bronchien,
Bronchiolen und den Magendriisen sowie in Hepatozyten und Pneumozyten. Des Weiteren sah
Rodriguez-Carino et al. (2010; 2011) in den Mitochondrien eine mogliche bedeutende
Komponente fiir die Virusreplikation. Die Untersuchungen von Lefebvre et al. (2008), Lin et
al. (2008) und Yu et al. (2007) charakterisierten die Virusreplikation in PCV2-infizierten,
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs). Hierbei konnte Lefebvre et al. (2008)
im Gegensatz zu Yu et al. (2007) keine PCV2-Replikation in PMBC abstammenden Monozyten
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nachweisen. Wabhrscheinlich stellt die Virusreplikation in zirkulierenden, aktivierten T-
Lymphozyten die zentrale Rolle in der Entstehung von PCVD dar (Yu et al., 2007; Opriessnig
et al. 2007; Meng 2013). So erklart sich auch das typisch pathologisch-histologische Bild mit
Histiozytose und Lymphozytopenie (Ubersicht bei Reiner et al., 2008).

Im Rahmen der PCV2-Infektion werden die Circoviren von Makrophagen und T-Lymphozyten
aufgenommen (Gilpin et al. 2003, Yu et al. 2007). Wihrend Vincent et al. (2005) in dieser
Phase der Infektion eine verminderte y-Interferon-Produktion beschrieben, wiesen Darwich et
al. (2008) und Hasslung (2005) innerhalb dieser Phase eine gesteigerte Interleukin-10-Antwort
nach. Diese Prozesse stellen womdglich die Grundlage der Immunevasion und Persistenz des
PCV2 dar (Reiner et al. 2008). Die Proliferation der PCV2-infizierten Lymphozyten wird durch
die Stimulation des Immunsystems mit anderen infektiosen (Viren, Bakterien, Parasiten) oder
nicht-infektiosen (Stallluft, Staub, Impfung) Faktoren induziert (Meng 2013, Opriessnig und
Halbur 2012). Bedingt durch die Aktivierung des Immunsystems erfolgt die Expression von
Interferon-y, welches die wichtigste replikationsinduzierende Komponente des ISRE im PCV2-
Genom darstellt (Mankertz et al. 2004). Folge ist eine gesteigerte PCV2-Replikation mit
Anstieg der Virusmenge im betroffenen Gewebe (Harms et al. 2001, Krakowka et al. 2001,
Rovira et al. 2002), sowie eine verdnderte Immunzell-Subpopulation (Segalés et al. 2001a). Die
Lymphozytendepletion verursacht eine massive Zytokin-Freisetzung mit Uberstimulierung der
Abwehrzellen. Aufgrund der starken Chemotaxis kommt es zur {iiberschieBenden
Einwanderung von Histiozyten in das infizierte Gewebe (Histiozytose) und deren
iiberschieBende Vermehrung (Riesenzellen) mit nachfolgendem Funktionsverlust des
betroffenen Gewebes (Segalés et al. 2005). Neben dem eintretenden Funktionsverlust der
betroffenen Organe kommt es bei den erkrankten Tieren letztlich zur Immunsuppression

(Segalés et al. 2004a).

Auf welchem Weg das PCV2 in die Zielzellen gelangt, ist noch nicht vollstindig geklért. Erste
Ansidtze lieferten Misinzo (2005; 2006; 2009) und Nauwynck et al. (2012). In vitro
Untersuchungen einer porzinen Monozyten-Zelllinie zeigten, dass PCV2 vorrangig diese
Zellen tiber eine Clathrin-vermittelende Endozytose infizierte und dabei ein saures Milieu
bevorzugte (Misinzo 2005). Die Internalisation von Epithelzellen erfolgte iiber einen Dynamin-
und Cholesterin-unabhingigen, aber Aktin und GTPase-abhingigen Weg. Jedoch wiirde auf
eine Clathrin-vermittelnde Endozytose in die Epithelzellen keine vollstindige Virusreplikation

folgen (Misinzo et al. 2009). Als PCV2-Bindungsrezeptoren identifizierten Misinzo et al.
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(2006) Chondroitinsulfat-B und Heparinsulfat. Diese befinden sich an den extrazelluldren
Doménen von in der Plasmamembran verankerten Glykoproteinen (Nauwynck et al. 2012).
Wobei Nauwynck et al. (2012) vermuten, dass die Chondroitinsulfat-B und Heparinsulfat
prasentierenden Glykoproteine nicht nur die Bindung sondern auch die Internalisierung in die

Zelle vermitteln.

2.2.3 Kofaktoren

Das porzine Circovirus Typ 2 ist zwar der primére Erreger einer PCVD (Allan et al. 1998, Ellis
J. et al. 1998, Krakowka et al. 2005), jedoch fiihrte eine alleinige Infektion selten zu einer
klinischen Erkrankung (Pallares et al. 2002). Es bedarf einer Aktivierung der PCV2-infizierten
Wirtsimmunzellen durch Antigenkontakt (z.B. Viren, Bakterien, Lipopolysaccharide,
Parasiten) oder durch immunmodulatorischer Einfliisse (Impfung, Medikamente, Stallklima)
um die PCV2-Replikation zu starten (Kyriakis et al. 2002, Opriessnig und Halbur 2012, Reiner
et al. 2008). Uber die Bindung eines pathogenspezifischen, konservierten molekularen Musters
(pathogen associated molecular patterns, PAMPs) an die entsprechenden Toll-like-Rezeptoren
wird die spezifische Interleukin-Expression induziert und die Aktivierung der unspezifischen
und spezifischen Abwehrmechanismen initiiert (Reiner et al. 2008).

Die Entstehung, der Verlauf und der Schweregrad einer klinischen PCVD werden durch
zahlreiche infektiose und nicht-infektiose Faktoren beeinflusst (Meng 2013, Opriessnig und
Halbur 2012). Wobei Opriessnig und Halbur (2012) annahmen, dass die Kofaktoren von
Region zu Region und von Herde zu Herde variieren, aber iiber dhnliche Mechanismen eine
Verstarkung der PCVD verursachten. Zahlreichen viralen, bakteriellen und parasitéren
Pathogenen, wie dem porzinen Parvovirus (Allan et al. 1999, Ellis et al. 2000, Kennedy et al.
2000, Krakowka et al. 2000), dem Pseudorabies-Virus (Rodriguez-Arrioja et al. 1999), dem
Torque-Teno-Sus-Virus (Kekarainen 2006), Lawsonia intracellularis (Jensen et al. 2006,
Segalés et al. 2001), Salmonella ssp. (Opriessnig et al. 2011a) sowie Pneumocystis spp.
(Sanches et al. 2006) oder Cryptosporidium parvum (Nunez et al. 2003) werden eine mogliche
Rolle in der Pathogenese einer PCVD zugesprochen (Opriessnig und Halbur 2012). Im Rahmen

dieser Arbeit werden nur die am haufigsten isolierten Kofaktoren ausfiihrlicher beschrieben.

Als die tiberwiegend bei einer PCV2-Infektion vorkommenden Kofaktoren werden das
PRRSV, das Swine-Influenza-Virus (SIV) und Mycoplasma hyopneumoniae genannt (Dorr
2007, Opriessnig und Halbur 2012, Ramamoorthy et al. 2009). Nach einer Studie von
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Pogranichniy et al. (2002) erhohte die kombinierte Infektion von PRRSV und PCV2 das Risiko
einer klinischen PCVD um ein vielfaches. In einer experimentellen Studie an Ferkeln, denen
das Kolostrum vorenthalten wurden, verglichen Allan et al. (2000) die Hohe der
Virusreplikation und die Virusverteilung im Gewebe bei solitdrer und kombinierter Infektion
von PCV2 und PRRSV. Die kombinierte PCV2-PRRSV-Infektion veranlasste eine signifikante
Erhohung der PCV2-Antigenmenge in den betroffenen Geweben im Vergleich zur solitéren
PCV2-Infektion. Dagegen wurde keine Erhohung der PRRSV-Antigenmenge in den
betroffenen Geweben oder eine Steigerung der PRRSV-Virusreplikation bei kombinierte
PCV2-PRRSV-Infektion im Vergleich zur solitiren PRRSV-Infektion nachgewiesen (Allan et
al. 2000). Bei Untersuchungen an drei Wochen alten, per Kaiserschnitt entwickelten und ohne
Kolostrum aufgezogenen Ferkeln, zeigte sich durch Koinfektion von PRRSV und PCV?2 eine
Steigerung des Krankheitsverlaufes und des Schweregrades der Lasionen (Harms et al. 2001).
Auch Rovira et al. (2002) belegten in einer Studie an 5 Wochen alten konventionellen Ferkeln
eine gesteigerte PCV2-Virusreplikation, erhohte PCV2-Virusmengen in den betroffenen
Geweben sowie einen hoheren Schweregrad der mikroskopischen Lasionen bei kombinierter
PCV2-PRRSV-Infektion im Vergleich zur solitiren PCV2-Infektion. Um in dieser Studie, die
natiirliche PRRSV-PCV2-Infektionssituation in konventionellen Betrieben nachzuempfinden,
wurde den Ferkeln das PRSSV 7 Tage vor der zusitzlichen PCV2-Infektion verabreicht. Die
ausschlaggebende Rolle des beobachteten Synergismus von PCV2 und PRRSV sahen Allan et
al. (2000) im gemeinsam bevorzugten Zielzelltyp (Monozyten/Makrophagen) beider Viren.
Auch Ramamoorthy et al. (2009) und Opriessnig und Halbur (2012) nehmen basierend auf den
beschriebenen Ergebnissen an, dass PRRSV und PCV2 synergistisch zusammen agieren und
gemeinsam eine PCVD induzieren.

Einen Beleg fiir die synergistische Wirkung von PCV2 und PRRSV sahen Chang et al. (2005)
in den Ergebnissen ihrer Studie. In der in vitro PCV2-PRRSV-Koinfektion-Studie an
Alveolarmakrophagen wiesen Chang et al. (2005) nach, dass PCV2 ein potentieller Interferon-
a-Initiator jedoch kein kompetenter Tumornekrosefaktor-a-Initiator (TNF-a) war. Fiir das
PRRSV verhielt es sich genau umgekehrt und das PRRSV wies zusitzlich einen hohen
zytopathischen Effekt auf. Bei PCV2-PRRSV-Koinfektion veranlasste die PCV2-assoziierte
Interferon-a-Bildung, die Reduktion des PRRSV-assoziierten zytopathischen Effekts, wahrend
der Anstieg der pulmonalen Gewebsldsionen auf eine gesteigerte PRRSV-assoziierte TNF-a-
Bildung zuriickgefiihrt wurde. In den kombinierten Effekte von TNF-a und INF-a bei einer
gemeinsamen PCV2-PRRSV-Infektion sahen Chang et al. (2005) die mdgliche Ursache der

interstitiellen Pneumonie von PMWS-erkrankten Schweinen.
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Der hédufige Nachweis einer kombinierten SIV-PCV2-Infektion beim Porcinen Respiratory
Disease Complex (PRDC) fiihrte zur Vermutung, dass auch das SIV und das PCV2
synergistisch agieren konnten (Dorr 2007, Harms et al. 2002, Pallares et al. 2002).

Neben den viralen Pathogenen wird auch oft das Bakterium Mycoplasma hyopneumoniae als
Kofaktor bei einer PCV2-bedingten Lungenerkrankung aufgefiihrt. M. hyopneumoniae
verstirkte hierbei die PCV2-assoziierten mikro- und makroskopischen Lésionen im Lungen-
und in den lymphathischen Geweben und erhohte signifikant die Virusmenge innerhalb dieser
Liasionen (Krakowka S 2007, Opriessnig et al. 2004). Des Weiteren steigerte es die Inzidenz
einer klinischen PCVD innerhalb der Schweinepopulation (Opriessnig et al. 2004). Nach Meng
(2013) sind weiterfithrende Studien zur Kldrung nétig, ob die Immunsuppression infolge einer
PCV2-Infektion Schweine fiir eine Koinfektion anfilliger werden ldsst oder ob die

Begleiterreger eine PCV2-Infektion und die Entwicklung einer PCVD fordern.

2.2.4 Genetik

Loépez-Soria et al. (2011) und Opriessnig et al. (2006a, 2009a) beschreiben genetische
Unterschiede ausgewdhlter Schweinerassen in der Anfélligkeit fiir eine PCV2-Infektion und
der Entwicklung einer PCVD. Schweine des Landrasse-Typs erschienen pridisponierter fiir
PCV2-bedingte Lésionen bzw. eine PCV2-assoziierte Erkrankung im Vergleich zu Tieren der
Rasse Duroc oder Large White (Opriessnig et al. 2006a). Unter experimentellen Bedingungen
wiesen Landrasse-Schweine im Vergleich zu Schweinen der Rasse Pietrain einen signifikant
hoheren Schweregrad an lymphatischen Lésionen auf. Und Schweine aus einer Kreuzung von
Large White und Duroc zeigten eine hohere Anfilligkeit fiir eine PCV2-Infektion als
reinrassigen Pietrain (Opriessnig et al. 2009a). Einen genetischen Einfluss auf den klinischen
Verlauf von PMWS unter Feldbedingungen belegten Lopez-Soria et al. (2011). Meng (2013)
empfiehlt weiterfiilhrende Studien zur Klirung der genetischen Resistenz oder Anfilligkeit
gegen eine PCV2-Infektion. Nicht nur fiir eine verbesserte Kontrolle einer PCV2-Infektion oder

PCVD sondern auch um moglicherweise PCV2-resistente Schweinerassen zu generieren (Meng

2013).

2.2.5 Immunmodulation

Die Entwicklung einer klinischen PCVD scheint ebenfalls wesentlich durch verschiedene

Einfliisse auf das Immunsystem geférdert zu werden (Opriessnig et al. 2007, Ramamoorthy et



23 LITERATURUBERSICHT

al. 2009). So kann eine externe Stimulation des Immunsystems durch Adjuvanten wie Freund's
Adjuvant oder Keyhole-Limpet-Hemocyanin (KLH) erfolgen. Jedoch kdonnen auch Impfungen
und Koinfektionen eine klinische PCVD verschirfen (Opriessnig et al. 2007, Ramamoorthy et
al. 2009). In der Studie von Hoogland (2006) wurde der Einfluss unterschiedlicher Adjuvanten
auf den Verlauf der Infektion am 35. Tag nach PCV2-Exposition verglichen. Schweine, die mit
Ol-in-Wasser-Adjuvanten geimpft wurden, zeigten eine verlidngerte Dauer der PCV2-Virimie,
eine erhohte Menge an Viruspartikeln in Serum und Gewebe sowie einen hoheren Schweregrad
der Lymphozytendepletion, als die Schweine, welche mit wéssrigen und Aluminiumhydroxid-
haltigen Produkten geimpft wurden (Hoogland 2006). Neben der Art des verwendeten
adjuvanten Impfstoffes beeinflusste auch der Zeitpunkt der Impfung und das Alter der Tiere bei
PCV2-Infektion, die Entwicklung einer klinischen PCVD (Opriessnig et al. 2006b). Auch von
einer Steigerung der Virusreplikation in vitro infolge der Stimulation von PBMC mit
Concanavalin A wurde berichtet (Yu et al. 2007).

Nicht nur immunstimulierende, sondern auch immunsuppressive Effekte zeigten
Auswirkungen auf die Entwicklung einer PCVD (Opriessnig et al. 2007). Zwei Studien
(Kawashima et al. 2003, Krakowka et al. 2002) belegten, dass eine Unterdriickung der
zellvermittelnden Immunitét eine Rolle bei der Entstehung einer PCVD spielen konnte. In der
Studie von Krakowka et al. (2002) fiihrte eine Cyclosporin Behandlung, jedoch nicht die
Kortikosteroid Behandlung, zu einer erh6hten PCV2-Replikation im Gewebe und forderte die
Ausbreitung von PCV2 in den Hepatozyten. Interessanterweise waren keine typischen PCVD
Entziindungsreaktionen vorhanden, obwohl das betroffene Gewebe hohe PCV2-Titer aufwies
(Krakowka et al. 2002). Kawashima et al. (2003) wiesen nach, dass eine Dexamethason
Therapie die PCV2-Infektion von lymphatischen Geweben beeinflusste. In dieser Studie
wurden acht Tage alte, PCV2-infizierte Ferkel Dexamethason verabreicht. Im Vergleich zu den
unbehandelten Ferkeln, entwickelten die behandelten Tiere eine granulomatdse Lymphadenitis

(Kawashima et al. 2003).

2.2.6 PCV2-Genotypen

Der Anstieg schwerer PCVD Fille 2005 in Kanada und Nordamerika, wurde von einigen
Wissenschaftlern im Zusammenhang mit dem Auftreten des bis dato dort nicht vorkommenden
Genotyps PCV2b gesehen. Man vermutete, dass es sich hierbei um eine virulentere
Virusvariante handelte (Carman et al. 2008, Gagnon et al. 2007). Andere sahen in der hohen

Priavalenz von PCV2a zum Zeitpunkt als PCV2b in Kanada und Nordamerika auftrat und der
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daraus resultierenden moglichen Koinfektion, eine Erkldrung fiir den Anstieg schwerer PCVD
Fille (Gerber et al. 2013, Khaiseb et al. 2011). Auch Dupont et al. (2008) ging nach den
Ergebnissen seiner Studie von einem moglichen Pathogenitdtsunterschied der Genotypen
PCV2aund PCV2b aus. 2006 beschrieb Opriessnig noch einen deutlichen Virulenzunterschied
der verschiedenen Genotyp-Isolate im SPF-Schweinemodell, zwei Jahre spiter konnte kein
Unterschied zwischen PCV2a und PCV2b festgestellt werden (Opriessnig et al. 2008c). In
derselben Studie wurden jedoch Virulenzunterschiede zwischen den Isolaten innerhalb eines
Genotyps belegt. Auch in einer Studie mit gnotobiotischen Tieren (Lager et al. 2007), einer
retrospektiven Studie (Allan et al. 2007) und bei phylogenetischen Analysen (Olvera et al.
2007) wurde kein Unterschied zwischen den zwei Genotypen nachgewiesen. Harding et al.
(2010) zeigte, dass PCV2b nicht virulenter ist als PCV2a, aber eine gleichzeitige Infektion von
PCV2a und PCV2b einen hoheren Schweregrad der Lédsionen und eine stidrkere
Krankheitsauspragung zur Folge hatte. Die beobachtete Verbesserung der Virusreplikation bei
einer gleichzeitigen Infektion mit PCV2a und PCV2b in vivo (Khaiseb et al. 2011) und in vitro
(Guo et al. 2011) unterstiitzt die Ergebnisse von Harding et al. (2010). Laut Allemandou et al.
(2011) stellen die von Cheung et al. (2007) identifizierten PCV2-Genotyp-spezifischen
Elemente Motiv-la und Motiv-1b sowie die flankierenden Sequenzen dieser Elemente im
Kapsid eine wichtige Virulenzdeterminante in vitro und in vivo dar. Die Motive sind im
Kapsidprotein an Aminosaureposition 86-89 lokalisiert und {iberschneiden sich teilweise mit
den von Mahe et al. (2000) beschriebenen immunogenen Epitopen. Man verglich zwei mutierte
PCV2-Isolate, bei denen die Genotyp-spezifischen Elemente untereinander ausgetauscht
wurden, mit zwei unverdnderten PCV2-Isolaten. Es zeigte sich, dass sich die Virulenz des
PCV2b/Motiv-1a Isolats nicht abschwichte, wiahrend sich die Virulenz des PCV2a/Motiv-1b
Isolats im Vergleich zu den unverdnderten Isolaten drastisch reduzierte (Allemandou et al.
2011). Trible und Rowland (2012) dagegen berichteten, dass sich diese Genotyp-spezifischen
Motive zwar zur schnellen Differenzierung der PCV2-Genotypen eignen, ihnen jedoch keine
Verwendung als Virulenzdeterminante nachgewiesen werden konnte. Rekombinante
Virusisolate bestehend aus ORF1 von PCV2b und ORF2 von PCV2a, scheinen wiederum eine
gesteigerte Virulenz im Vergleich zu den solitiren Genotyp-Isolaten aufzuweisen (Guo et al.

2011).
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Abbildung 6: Vorgeschlagene Mechanismen der Immunpathogenese einer PCV2-Infektion
bzw. einer PCV2-assoziierten Erkrankung (PCVD) nach Meng 2013. (a) Im asymptomatischen
Zustand wird PCV2 von Immunzellen, wie dendritische Zellen und Monozyten internalisiert
und kann im Wirt mit einer minimalen oder keiner Replikation, sowie mit einer begrenzten aber
ausgeglichenen Thl / Th2-Antwort koexistieren. (b) Das Auftreten von PCVD wird
moglicherweise durch eine Storung der Zytokin-Balance, evtl. im Zusammenhang mit einem
potentiellen genetischen Faktor ausgeldst. (c) Pathogenese von PCV2 in den Lymphknoten und
anderen lymphatischen Organen. (d) Eine massive Entziindungsreaktion und

Lymphozytendepletion fiihrt zu Gewebeschidden und klinischen Manifestation einer PCVD.

2.3 PCV2-assoziierte Erkrankungen

PCV2 ist als infektioses Agens an einer Vielzahl von klinischen Erkrankungen beteiligt. In
Europa werden diese Krankheitsbilder seit 2002 unter dem Sammelbegriff PCVD (Porcine
Circovirus Diseases; Segalés et al. 2005) bzw. im nordamerikanischen Raum seit 2006 unter
PCVAD (Porcine Circovirus Associated Diseases; Opriessnig et al. 2007) zusammengefasst
(Segalés 2012). Uber die Jahre wurden zahlreiche Krankheitsbilder den PCV2-assoziierten
Erkrankungen zugeordnet, wobei eine zum Teil verwirrende und unregelmifig in der Literatur

verwendete Terminologie entstanden 1ist (Segalés 2012). Allen PCV2-assoziierten
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Erkrankungen gemeinsam ist der Nachweis von PCV2-DNA bzw. -Antigen in den Geweben
mit pathologischen Lésionen in Kombination mit einer Lymphozytopenie und Histiozytose in
den lymphatischen Geweben (Meng 2013, Pallares et al. 2002). Daher schlug Segalés (2012)
basierend auf der anfianglichen Nomenklatur von Opriessnig et al. (2007) eine einheitliche
Bezeichnung fiir die unter dem Oberbegriff PCVD gefiihrten Krankheitsbilder vor (Tabelle 1).
Als die héaufigste Form einer PCV2-Manifestation beschreibt Segalés (2012) die subklinische
Infektion, welche nicht in Tabelle 1 aufgefiihrt wird. Das porzine Dermatitis und Nephropathie
Syndrom (PDNS) ist eine Immunkomplexvermittelnde Erkrankung (Segalés 2012), die durch
verschiedene Antigene induziert werden kann (Drolet et al. 1999), unter anderem auch durch
PCV2 (Rosell 2000a, Segalés et al. 2005, Wellenberg et al. 2004). Im Vordergrund stehen
eindeutig die Immunkomplex-vermittelten und Komplement-potenzierten Nekrosen von
Epithelzellen auch innerhalb der Glomerula. PDNS ist daher nicht eingebunden in den
Krankheitskomplex der PCVD (Segalés, 2012).

Der kongenitale Tremor Typ A2 wurde anfangs auch zu den PCV2-assoziierten Erkrankungen
gezdhlt (Stevenson et al. 2001). Spatere Untersuchungen zeigten jedoch keinen Zusammenhang

zwischen dieser Erkrankung und einer PCV2-Infektion (Ha et al. 2005, Kennedy et al. 2003).

Tabelle 1: Nach Segalés (2012) einheitliche Terminologie der PCV2-assoziierten
Erkrankungen

Vorgeschlagene Bezeichnung laut _
Ersetzte Bezeichnung

Segalés (2012)
PCV2-systemische Erkrankung | Postweaning Multisystemic Wasting Disease (PMWS);
(PCV2-SD) PCV2-assoziierte systemische Infektion

PCV2-assoziierte respiratorische Erkrankung;
PCV2-Atemwegserkrankung

Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC);
(PCV2-LD)

Proliferative nekrotisierende Pneumonie (PNP)

PCV2-Darmerkrankung
(PCV2-ED)

PCV2-assoziierte Enteritis

PCV2-Reproduktionsstorungen

PCV2-assoziierte Reproduktionsstrungen
(PCV2-RD)
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2.3.1 Subklinische PCV2-Infektion

Die wirtschaftlich gro3te Bedeutung wird zwar der systemischen PCVD zugesprochen (Baekbo
et al. 2012). Jedoch nimmt Segalés (2012) an, dass die subklinische PCV2-Infektion eine
weitaus groflere wirtschaftliche Rolle innehat als bislang vermutet. Da sich die negativen
Einfliisse einer subklinischen PCV2-Infektion auf die Produktionsparameter erst nach
Anwendung der PCV2-Vakzinen offenbarten. Noch ist nicht vollstindig geklart unter welchen
Bedingungen ein PCV2-infiziertes Tier eine subklinische Infektion oder eine klinische PCVD
entwickelt (Segalés 2012).

Retrospektive serologische Studien zeigten, dass das PCV2 schon weltweit in der
Schweinepopulation verbreitet war bevor die ersten klinischen Félle in Erscheinung traten. So
wiesen Jacobsen et al. (2009) erstmals PCV2-DNA in archiviertem Material eines Schweins
aus Deutschland riickwirkend fiir das Jahr 1962 nach, wihrend Nachweise pathologischer
Liasionen einer klinischen PCV2-Infektion erst ab 1985 erfolgten (Jacobsen et al. 2009,
Rodriguez-Arrioja et al. 2003, Segalés 2012).

Bei einer subklinischen PCV2-Infektion sinkt die durchschnittliche tigliche Gewichtszunahme
ohne offensichtliche klinische Symptome der Tiere. Makroskopisch werden keine Lisionen
beschrieben. Mikroskopisch sind keine oder nur eine minimale Lymphozytendepletion mit
granulomatdser Entziindung der Lymphgewebe zu beobachten. Es lassen sich nur geringe
PCV2-DNA-Gehalte in lymphatischen Geweben nachweisen (Segalés 2012). Eine PCV2-
Infektion beeinflusst nachteilig die Immunantwort des Wirtes (Diaz et al. 2012, Kekarainen et
al. 2010). Basierend auf diesem Hintergrund bestehen verschiedene Meinungen iiber die
Effekte einer subklinischen PCV2-Infektion auf den Erfolg von Impfungen. Nach den
Ergebnissen von Opriessnig et al. (2006c) wirkte sich eine subklinische PCV2-Infektion
negativ auf den Erfolg einer PRRSV-Impfung aus. Wahrend in der experimentellen Studie von
Diaz et al. (2012) keine nachteiligen Effekte auf die erfolgreiche Ausbildung einer schiitzenden
Immunitdt durch eine Impfung gegen Aujeszky’sche Krankheit festgestellt wurden. In der
experimentellen Studie von Young (2011) zeigte sich ein positiver Effekt einer PCV2-Impfung
in Bezug auf die tdgliche Gewichtszunahme, den Body Kondition Score und das endgiiltige

Schlachtgewicht von subklinisch PCV2-infizierten Tieren.
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2.3.2 PCV2-systemische Erkrankung

Das Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) ist die bedeutendste Erkrankung
der PCVD (Baekbo et al. 2012) und das erste Krankheitsbild, welches mit einer PCV2-Infektion
in Verbindung gebracht wurde (Opriessnig et al. 2007). Es wurde erstmals 1991 in einer
einzigen Herde in Saskatchewan/Kanada beschrieben (Ellis et al. 1998). Bevorzugt betroffen
sind Absatzferkel im Alter von acht bis sechzehn Wochen (Segalés und Domingo 2002) meist
zwei bis drei Wochen nach der Einstallung zur Mast (Harding 1997). Nach einer Studie von
Segalés und Cortey (2010) betrug das durchschnittliche Alter erkrankter Tiere 2,75 Monate,
wobei kein Tier unter 4 Wochen erkrankte. Der Nachweis einer PMWS-Erkrankung bei einem
6 Monate sowie einem unter 4 Wochen alten Tier, wurden in der Studie als Ausnahmen
angesehen (Segalés und Cortey 2010). Dennoch scheint sich das Eintrittsalter der Krankheit
nach hinten verschoben zu haben. In den letzten Jahren wird PMWS vermehrt bei Tieren in
einem Alter zwischen der 10. und 16. Lebenswoche diagnostiziert. Die Morbiditét liegt
zwischen 4 und 30 %, wihrend sich die Mortalitdt in einem Bereich zwischen 4 und 20 %
bewegt (Segalés und Domingo 2002). Die charakteristischen Symptome sind fortschreitender
Gewichtsverlust, Atemnot, Bldsse und Durchfall, seltener tritt Ikterus auf (Ellis J. et al. 1998,
Harding 1997, Opriessnig et al. 2007, Segalés und Domingo 2002, Rosell 1999).

Makroskopische Hinweise auf PMWS sind in der frithen Phase der systemischen Erkrankung
vergroBerte, oberflichige Lymphknoten. Insbesondere die Inguinal-, Submandibuliren-,
Mediastinalen- und Mesenteriallymphknoten sind betroffen (Rosell 1999). Im fortgeschrittenen
Stadium finden sich dagegen normal grof3e oder atrophierte Lymphknoten (Segalés et al. 2004)
sowie ein atrophierter Thymus (Darwich et al. 2003a). Die Lungen sind vergrofert, nicht
kollabiert und gummiartig verfestigt (Rosell 1999). Bei gleichzeitiger bakterieller Infektion
weisen die Lungen zusétzlich eine marmorierte Oberfliche (kranio-ventrale
Bronchopneumonie) auf und in der Pars oesophagea des Magens konnen Ulzerationen auftreten
(Segalés et al. 2004). Nach Segalés et al. (2000) konnten innere Blutungen infolge der
Magenulzerationen fiir die Todesfélle und die Hautbldsse verantwortlich sein, jedoch konnte
Darwich et al. (2003b) in zahlreichen PMWS-Fillen eine Andmie ohne Magenulzerationen
nachweisen. Tiere mit Ikterus zeigten eine gelblich-orange gefarbte Leber (Rosell et al. 2000).
In anderen Féllen war die Leber entweder vergroBert oder atrophiert, blass mit einer fein-

granulierten Oberfliche (Segalés et al. 2004). Die Nierenrinde kann Verdnderungen in Form
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von multiplen blassen Herden aufzeigen (Segalés et al. 2004) und auch im Gehirn kénnen sich
Lisionen aufgrund einer Vaskulitis finden (Correa et al. 2007, Seeliger et al. 2007).

Fiir die Diagnose PMWS sind die makroskopischen Lasionen zu unspezifisch (Segalés et al.
2004). Nahezu eindeutig fiir das Vorliegen einer PMWS-Erkrankung ist dagegen der Nachweis
von histopathologischen Lésionen in lymphatischem Gewebe. Es handelt sich dabei um einen
variablen Grad an Lymphozytendepletion mit Verlust der follikuldren Struktur. In Kombination
mit einer multifokalen bis diffusen, gering bis hochgradige Infiltration von Histiozyten
und/oder mehrkernigen Riesenzellen. Auch der Nachweis von scharf begrenzten, sphérischen,
basophilen PCV2-Einschlusskdrperchen im Zytoplasma der histiozytdren Zellen ist ein
spezifischer Hinweis auf eine PMWS-Erkrankung (Rosell 1999, Segalés 1997, Segalés und
Domingo 2002).

In den nicht-kollabierten Lungen ist histopathologisch am héaufigsten eine subakute,
interstitielle Pneumonie zu beobachten. In einigen Féllen ist es moglich, grofe Histiozyten und
vielkernigen Riesenzellen in den verdickten interalveoldren Wénden und/oder innerhalb der
Alveolen nachzuweisen. In chronischen Féllen kann eine Bronchiolitis fibrosa obliterans
vorhanden sein (Segalés et al. 2004). Einige Tiere weisen zudem eine schwere subakute bis
chronisch interstitielle Nephritis auf (Segalés et al. 2004). Die Verdnderungen in der Leber
reichen von einer lymphohistozytiren entziindlichen Infiltration der Portalzonen bis zu
massiven Verdnderungen in Form einer generalisierten, perilobuldren Fibrose mit
Strukturverlust der Leberplatten und Untergang der Leberzellen. In dieser Phase der
Erkrankung zeigen die Tiere einen Ikterus (Segalés et al. 2004). Eine Vier-Phasen-
Klassifikation der Leberldsionen von PMWS erkrankten Tieren haben Rosell et al. (2000)

basierend auf der Intensitit und der Verteilung der Verdnderungen entwickelt.

Die endgiiltige Feststellung einer PMWS-Erkrankung eines Tieres bzw. einer Herde erfolgt erst
durch das Zusammenspiel von drei definierten Kriterien: (a) Das Vorliegen von passenden
klinischen Symptomen, sowie (b) von charakteristischen histopathologischen Lisionen in
lymphatischen Geweben und (¢) der Nachweis von PCV2-Antigen oder —-DNA innerhalb der
mikroskopischen Lésionen (Sorden 2000). Denn weder die makroskopischen noch die

mikroskopischen Lésionen stehen solitér fiir eine PMWS-Erkrankung.
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2.3.3 PCV2-Atemwegserkrankung

Segalés (2012) fasste mit dem Oberbegriff PCV2-bedingte Atemwegserkrankung eine weitere
bedeutende klinische Manifestation der PCV2-assoziierten Erkrankungen zusammen (Tabelle
1). So kann eine PCVD als Teil des Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) auftreten
(Opriessnig et al. 2007). Bei diesem Krankheitsbild handelt es sich um einen Atemwegsinfekt
unter der Beteiligung von zahlreichen bakteriellen und viralen Erregern. Vorrangig zeigen Tiere
im Alter von sechzehn bis zweiundzwanzig Wochen (Chae 2005, Kim et al. 2003), respektive
acht bis sechsundzwanzig Wochen (Opriessnig et al. 2007), die charakteristischen Symptome
von verlangsamten Wachstum, verminderte Futterverwertung, Lethargie, Appetitlosigkeit,
Fieber sowie Husten und Atemnot (Kim et al. 2003, Chae 2005). Die dominierend, isolierten
Begleiterregern sind das Porcine-Reproductive-and-Respiratory-Syndrome-Virus (PRRSV),
das Swine-Influenza-Virus (SIV) sowie die Bakterien Mycoplasma hyopneumoniae,
Actinobacillus pleuropneumoniae und Pastareulla multocida (Chae 2005, Kim et al. 2003). Der
konsequente Nachweis von PCV2 in Fillen von PRDC bei gleichzeitiger geringer Pravalenz
der anderen bakteriellen und viralen Erreger fiihrte zur Annahme, dass PCV2 eine
entscheidende Rolle im PRDC einnimmt (Chae 2005, Kim et al. 2003). Hierbei interagierte das
PCV2 mit verschiedenen respiratorischen Pathogenen, bevorzugt mit dem PRRS-Virus (Chae
2005). Schon Allan et al. (2000) und Harms et al. (2001) vermuteten einen Synergismus
zwischen diesen beiden Viren. Da eine Koinfektion von PRRSV und PCV2 die respiratorischen

Symptome und pulmonalen Lisionen verstarkte (Harms et al. 2001).

Mikroskopisch ist eine lymphohistiozytare bis granulomatdse, bronchointerstitinale Pneumonie
mit peribronchialer und peribronchiolédre Fibrose in der Lamina propria des Atmungstraktes zu
beobachten (Kim et al. 2003, Opriessnig et al. 2007, Segalés et al. 2004). Wobei die
Alveolarsepten durch Infiltration von Makrophagen und in geringerer Anzahl von
Lymphozyten und Plasmazellen verdickt erscheinen. Des Weiteren sind die Alveolarsepten mit
hypertrophen Typ 2 Pneumozyten ausgekleidet und die Alveolarrdume mit nekrotischem
Zellmaterial verlegt (milde bis schwere nekrotisierend-ulzerative Bronchiolitis). Zudem lassen

sich PCV2-Partikel in den interstitialen Makrophagen nachweisen (Kim et al. 2003).

Die Symptome von PMWS und PRDC gleichen bzw. iiberschneiden sich stark, wodurch sich
eine Differenzierung der Krankheitsbilder schwierig gestaltet. Fiir die Diagnose PRDC miissen

daher folgende vier Kriterien erfiillt sein: (1) charakteristische respiratorische Symptome, vor
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allem eine lange andauernde, antibiotikaresistente Dyspnoe, (2) charakteristische
mikroskopische Lisionen im Lungengewebe, (3) Nachweis von PCV2-Partikeln innerhalb der
Lasionen und (4) das Fehlen von charakteristischen PMWS-bedingten Lisionen in
lymphatischen Geweben (Chae 2005, Segalés 2012). Das Vorhandensein einzelner Kriterien ist
nicht ausreichend fiir die Diagnose PRDC. Das heiflt, werden PRDC-charakteristische
mikroskopische Lidsionen im Lungengewebe, sowie charakteristische PMWS-assoziierte
Lidsionen in lymphatischen Geweben nachgewiesen, lautet die Diagnose: PMWS (Chae 2005,
Segalés 2012). Die klinischen Symptome einer PCV2-bedingten PRDC sind jedoch zu
unspezifisch und zu variable. Daher gilt als diagnostisches Hauptkriterium der Nachweis von
PCV2-DNA bzw. -Antigen mittels in-situ-Hybridisierung oder Immunohistochemie (Kim et al.
2003) bei gleichzeitigem Nachweis einer bronchointerstitialen Pneumonie, einschlieBlich

peribronchialer und peribroncholdrer Fibrose (Chae 2005).

2.3.4 PCV2-Darmerkrankung

Eine weitere mogliche Manifestation der PCVD und manchmal sogar die einzige in einem
Betrieb ist Durchfall (Opriessnig et al. 2011a). Die Fille einer PCV2-bedingten
Darmerkrankung sind selten (Kim 2004) nehmen jedoch an Bedeutung zu (Opriessnig et al.
2007). Bevorzugt betroffen sind Tiere im Alter von acht bis sechzehn Wochen (Opriessnig et
al. 2007), respektive finf bis zehn Wochen (Chae 2005). Initial wird gelblicher, mit
fortschreitender ~ Erkrankung schwarzer Durchfall beschrieben, der auf keine
Antibiotikatherapie anspricht (Chae 2005). Die klinischen Symptome dhneln stark einer durch
Lawsonia intracellularis verursachten subakuten bis chronischen Ileitis (Jensen et al. 2006). Es
wurde sowohl von Enteritiden mit alleiniger PCV2-Infektion (Jensen et al. 2006, Opriessnig et
al. 2011a) als auch von Koinfektion mit anderen intestinalen Pathogenen berichtet (Jensen et
al. 2006, Kim 2004, Nunez et al. 2003, Opriessnig et al. 2011a, Segalés et al. 2001). In der
Studie von Kim (2004) fiihrte die Kombination aus PCV2- und Salmonella typhimurium-
Infektion zu schwereren und ldnger anhaltenden Durchfdllen. Wéhrend in der experimentellen
Studie von Opriessnig et al. (2011a) keine signifikanten Unterschiede im Schweregrad der
mikroskopischen Lisionen oder in der Hohe an PCV2-Antigen bei Koinfektion von PCV2 und

Salmonellen bzw. Lawsonien nachgewiesen wurden.

Makroskopisch zeigt sich eine katarralische Enteritis mit oder ohne mesenterialen Odemen,

eine Verdickung der intestinalen Mukosa des gesamten Darmtraktes und eine VergroBerung
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der Mesenteriallymphknoten (Kim 2004, Opriessnig et al. 2007, Segalés et al. 2004, Segalés
2012). Histopathologisch wird eine granulomatdse Entziindung mit Histiozytose und
Lymphozytendepletion der Peyerschen Platten im Diinn- und Dickdarm beschrieben (Kim
2004, Segalés et al. 2004). Hierbei finden sich PCV2-positive Zellen in der Submukosa, der
Lamina propria, dem Kryptenepithel und dem lymphatischen Gewebe (Jensen et al. 2006). Als
weitere fiir das Krankheitsbild typische Beobachtung werden intrazytoplasmatische
Einschlusskorperchen angefiihrt. Diese werden hauptsédchlich in Histiozyten und mehrkernigen
Riesenzelle in Form von groB3en, multiplen, basophilen oder amphophilen, traubenartigen,
intrazytoplasmatischen Einschliissen aufgefunden (Chae 2005, Jensen et al. 2006, Kim 2004).
In den histopathologischen Verdnderungen lassen sich moderate bis hohe Mengen an PCV2-

Antigen nachweisen (Opriessnig et al. 2007, Segalés 2012).

Da sich auch die PCV2-bedingte Darmerkrankung klinisch schwer von anderen intestinalen
Erkrankungen sowie der systemischen PCV2-Infektion differenzieren ldsst, generierte Kim
(2004) drei Diagnosekriterien. Demnach liegt eine PCV2-bedingte Darmerkrankung vor, wenn
1) Durchfall vorliegt, 2) charakteristische Lasionen in den Peyerschen Platten vorhanden sind,
jedoch nicht in anderen Lymphknoten und 3) PCV2-DNA oder -Antigen in den Lisionen
nachweisbar ist. Auch hier gilt, fiir die Diagnose PCV2-Darmerkrankung miissen alle drei
Kriterien gemeinsam erfiillt sein (Kim 2004). Sobald lymphatische Lésionen in anderen
Gewebe nachweisbar sind, handelt es sich um eine systemische PCV2-Infektion (Segalés

2012).

2.3.5 PCV2-Reproduktionsstorungen

Seit den ersten Berichten iiber PCV2-bedingte Reproduktionsstorungen in Kanada (O'Connor
et al. 2001, West et al. 1999) und Danemark (Ladekjaer-Mikkelsen et al. 2001) gewann dieses
Krankheitsbild immer mehr an Bedeutung (Opriessnig et al. 2007, Segalés et al. 2005). Es
betrifft vorrangig neu zusammengestellte Gruppen mit hohem Jungsauenanteil oder PCV2-
seronegative Herden (Opriessnig et al. 2007, Segalés 2012). Unterdessen sind PCV2-assoziierte
Reproduktionsstorungen im Feld selten zu beobachten (Pensaert 2004). Die Ursache hierfiir
vermuten Segalés et al. (2005, 2012) in der hohen PCV2-Seropridvalenz der adulten Schweine,
die zu einer PCV2-Immunitét der Zuchtherden fiihrt und diese nicht anféllig fiir die Erkrankung

werden lasst.
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Das klinische Erscheinungsbild umfasst eine gesteigerte Rate an Aborten, Totgeburten und
fotaler Mumifikation in der mittleren bis spéten Tréchtigkeitsphase (Brunborg et al. 2007, Kim
et al. 2004, Ladekjaer-Mikkelsen et al. 2001, Madson et al. 2009a, O'Connor et al. 2001, West
et al. 1999) sowie erhohte Saugferkelverluste (Opriessnig et al. 2007, Segalés 2012). Wahrend
in der experimentellen Studie von Sanchez et al. (2001) die fotale, intramuskuldre Inokulation
von PCV2 am 57., 75. und 92. Trachtigkeitstag nur bei Féten des 57. Trachtigkeitstages
pathologische Verinderungen (Odeme, Hepatomegalie und Leberstauung) induzierte,
beschrieben Johnson et al. (2002) PCV2-bedingte Reproduktionsstérungen auch bei Foten in
der spdten Trichtigkeitsphase. In dieser experimentellen Studie fiihrte die fotale,
intramuskuldre Inokulation von PCV2 am 86., 92. und 93. Trichtigkeitstag zu Totgeburten,
Mumien und zu frith geborenen Ferkeln gleichzeitig mit klinisch normalen Ferkeln (Johnson et
al. 2002). Laut Mateusen et al. (2004) sind Schweineembryonen besonders anfillig fiir eine
PCV2-Infektion, wobei ihre Anfilligkeit mit ihrem Entwicklungsstatus steigt. So zeigte sich
bei einem kleinen Teil der Embryonen keine negativen Auswirkungen auf die embryonale
Entwicklung, wenn die PCV2-Exposition vor dem 21. Trichtigkeitstag lag (Mateusen et al.
2007). Das fotale Herz ist scheinbar der primére Ort der PCV2-Replikation, da Sanchez et al.
(2001) in den Kardiomyozyten die hochsten PCV2-Titer und -Antigengehalte nachwiesen.
Makroskopisch zeigten die mumifizierten bzw. 6dematdsen Foten eine LebervergroBerung und
-stauung, kardiale Hypertrophie mit multifokalen Bereichen myokardialer Verfarbung
(O'Connor et al. 2001, Segalés et al. 2005, West et al. 1999) sowie Aszites, Hydrothorax und
Hydroperikard (Segalés 2012). Als charakteristische, histopathologische Lésion dieser
Erkrankung wird eine nicht-eitrige bis nekrotisierende bzw. fibrindse Myokarditis mit diffus
moderater Infiltration von Lymphozyten und Makrophagen beschrieben (Mikami et al. 2005,
O'Connor et al. 2001, West et al. 1999). Des Weiteren waren eine chronische, passive
Stauungsleber sowie eine milde Pneumonie mit Infiltration von mononukleédren Zellen in die
Alveolarrdaume zu beobachten (Kim et al. 2004, O'Connor et al. 2001, Segalés 2012, West et al.
1999).

Die Diagnose der PCV2-Reproduktionsstdrung basiert laut Segalés et al. (2005) unter
Berticksichtigung der klinischen Symptome und pathologischen Lésionen auf drei Kriterien: 1)
Aborte und Totgeburten in der spéten Trachtigkeitsphase, mit offensichtlicher Hypertrophie des
fetalen Herzens, 2) charakteristische Lasionen im Herzen, wie eine extensive fibrindse und/oder
nekrotisierende Myokarditis und 3) hohe PCV2-Gehalte in den myokardialen Lésionen und

anderen fetalen Geweben.
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2.3.6 Porzines Dermatitis und Nephropathie Syndrom (PDNS)

Beim porzinen Dermatitis und Nephropathie Syndrom handelt es sich um eine Immunkomplex-
mediierte systemische Vaskulitis mit ausgepragtem Tropismus zur Haut und den Nieren, die
Schweine aller Altersklassen betrifft (Drolet et al. 1999). Zahlreichen infektiosen Erregern wird
eine potentiell wichtige Rolle in der Atiologie von PDNS zugesprochen. Typisch fiir eine
Immunkomplex-vermittelte Erkrankung kann kein spezifischer Erreger als alleiniges oder
primires kausales Agens erwartet werden (Drolet 1999). Grundsitzlich kdnnen alle Antigene,
die aufgrund ungleicher Verteilung zwischen Antigen und Antikérper zu Immunkomplexen
fiihren, PDNS auslosen. Das gilt insbesondere fiir PCV2 (Rosell 2000; Wellenberg et al., 2004),
PRRSV (Choi und Chae 2001, Drolet et al. 1999, Segalés et al. 1998, Thibault et al. 1998),
Streptoccus ssp. (Drolet et al. 1999) und Pasteurella multocida (Lainson et al. 2002, Thomson
et al. 2001). Die Erkrankung kann auch durch Lipopolysaccharide (LPS) gram-negativer
Bakterien entstehen (Duran 1997, Drolet et al. 1999) sowie durch eine Vielzahl an Faktoren,
wie Medikamenten, Chemikalien, Futtermittelallergenen und endogene Antigene (Drolet et al.
1999).

Das Krankheitsbild betrifft Schweine aller Altersklassen (Drolet et al. 1999), wobei die
Mortalitét bis zu 100 % bei iiber drei Monate alten Tieren und bis zu 50 % bei jlingeren Tieren
betragen kann (Segalés et al. 1998). Charakteristische Symptome des Porzinen Dermatitis und
Nephropathie Syndrom sind akut auftretende, erhabene Hautl4sionen, die sich vorrangig an den
Hinterbeinen und der Perianalregion bilden gelegentlich auch generalisiert {iber das gesamte
Tier verteilen. Die Verdnderungen beginnen als solitire, rot-lila gefdrbte, Makula bzw. Papeln
und gehen zu multifokalen rot-lila schorfigen Herden mit schwarzen Krusten iiber (Drolet et al.
1999, Opriessnig et al. 2007). Nach zwei bis drei Wochen verblassen die Hautldsionen
allméhlich und hinterlassen manchmal Narben (Drolet et al. 1999). Des Weiteren wurden
ventrokaudale Unterhautddeme, Blédsse, Dyspnoe oder Tachypnoe, fortschreitender
Gewichtsverlust, Anorexie und Lethargie sowie kein oder nur geringes Fieber beschrieben
(Drolet et al. 1999, Opriessnig et al. 2007, Rosell 2000, Wellenberg et al. 2004). Bei schweren
Krankheitsverldufen starben die Tiere innerhalb weniger Tage nach dem Auftreten erster
Symptome. Uberlebende Tiere neigten jedoch etwa sieben bis zehn Tage nach Beginn der
Erkrankung wieder an Gewicht zuzulegen (Segalés et al. 1998).

Typische makroskopische Verdnderungen sind bilateral vergroferte, blasse, wachsartige
Nieren mit petechialen Blutungen in der Rinde und Odeme im Nierenbecken (Opriessnig et al.

2007, Segalés et al. 2004). Des Weiteren finden sich Infarkte in der Milz und auch die
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Lymphknoten konnen vergroBert und rétlich verfarbt sein (Segalés et al. 1998). Hierbei stellen
sich die lymphatischen Lésionen mikroskopisch dhnlich zu PMWS-bedingten lymphatischen
Verdanderungen dar (Rosell 2000). Generell zeigen sich mikroskopisch eine systemische
Vaskulitis mit dermaler und epidermaler Nekrose sowie eine nekrotisierende und fibrindse
Glomerulonephritis. Diese Verinderungen deuten auf eine Uberempfindlichkeitsreaktion Typ
3 hin, hervorgerufen durch Ablagerungen von Antigen-Antikdrper-Aggregaten oder
Immunkomplexe in den betroffenen Geweben (Opriessnig et al. 2007).

Die Diagnose PDNS basiert nicht auf dem Nachweis von PCV2-DNA oder —Antigen, sondern
auf zwei Hauptkriterien: 1) das Vorhandensein von hdmorrhagischen und nekrotisierenden
Hautverdnderungen, vorrangig an den Hinterldufen und der Perianalregion, sowie geschwollene
und blasse Nieren mit generalisierten kortikalen Petechien. 2) das Vorhandensein einer
systemisch  nekrotisierenden  Vaskulitis und einer nekrotisierenden, fibrindsen

Glomerulonephritis (Segalés und Domingo 2002).

2.4 PCV2-Immunisierung

Neben der Verbesserung des Hygienemanagements und der Einddmmung von moglichen
Koinfektionen (Kixméller et al. 2008, Segalés et al. 2009, Madec 1999) ist die PCV2-Impfung
eine weitere effektive prophylaktische MaBnahme zur Kontrolle der PCVD (Andraud et al.
2009, Beach und Meng 2012). Momentan stehen auf dem internationalen Markt fiinf PCV2-
Vakzinen zur Verfiigung (Circovac, Merial; CircoFLEX, Boehringer Ingelheim; Circumvent
und Porcilis PCV, MSD; Suvaxyn PCV bzw. Fostera PCV, Zoetis; Chae 2012). Circumvent
und Porcilis PCV sind verschiedene Priparate derselben Vakzine, wobei Circumvent in
Nordamerika und Porcilis PCV in Europa erhiltlich ist. 2008 wurde in Kanada ein chiméres
PCV1/2-Isolat aus Gewebeproben akut an PRRSV-erkrankter, PCV2-geimpfter Schweine
isoliert (Gagnon et al. 2010). Um zu {iberpriifen, ob dieses Isolat moglicherweise vom Suvaxyn-
Impfstamm abstammt, nahm Zoetis die Vakzine voriibergehend vom Markt. 2011 wurde eine
Neuformulierung der Vakzine unter dem neuen Markennamen Fostera PCV fiir Nordamerika
und unter dem bereits bekannten Markennamen Suvaxyn PCV fiir Europa wieder eingefiihrt

(Chae 2012, Fraile et al. 2012b).
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2.4.1 In Deutschland zugelassene kommerzielle PCV2-Vakzinen

In Deutschland sind drei Ferkelimpfstoffe (CircoFLEX, Porcilis PCV, Suvaxyn PCV) sowie
ein flir Muttertiere und fiir Ferkel anwendbarer Impfstoff (Circovac) zur PCV2-Immunisierung
zugelassen (Tabelle 2) Es handelt sich bei allen vier Impfstoffen um inaktivierte Vakzinen
(Totimpfstofte), d.h. der Impfvirus ist nicht in der Lage Zellen zu infizieren und sich zu
replizieren. Die Impfstoffe basieren alle auf dem PCV2-Genotyp PCV2a (Beach und Meng
2012), unterscheiden sich jedoch anhand des zugrundeliegenden aktiven Partikels, des
Adjuvant, der Impfdosis, des Impfzeitpunktes, sowie in Beginn und Dauer der induzierten
Immunitdt. So verhelfen sie zu einer gezielten Anpassung an die individuelle, betriebliche

Situation.

Tabelle 2: In Deutschland zugelassene Impfstoffe zur PCV2-Immunisierung (Stand der
Bundesanzeiger-Veroffentlichung Nr. 398 vom 08.07.2014)

Impfstoff ngelvac Porcilis PCV Suvaxyn PCV Circovac
CircoFlex
: . PCV2 ORF2- PCV2 ORF2- Inaktiviertes, Inaktiviertes
aktiver Partikel Protein Protein rekombinantes PCV2
PCV1/2-Virus
Toco;l)%;;)oltlcetat Sulfolipo- Diinnfliissiges
Adjuvans Carbomer e ’ Cyclodextrin,
diinnfliissiges Squalan Paraffin
Paraffin qu
. 2 ml (Sauen),
Impfdosis 1 ml 2 ml 2 ml 0.5 ml (Ferkel)
Zugelassene Ferkel,
Zieltierart Ferkel Ferkel Ferkel (Jung)Sauen
a)ab21. LT
. b) 1.Inj. 3.LT
Impfzeitpunkt ab 14. LT 2.1Inj. 2-3 ab21. LT ab21.LT
Wochen spiter
Beginn . . . Ferkel (aktiv):
Immunitat 2 Wochen p. Inj. | 2 Wochen p. Inj. | 3 Wochen p. Inj. 2 Wochen p. Inj.
Ferkel (passiv):
o . bis zu 5 Wochen'
Dauer Immunitét | mind. 17 Wochen 22 Wochen 19 Wochen .
Ferkel (aktiv):
mind. 14 Wochen
2007 (Sau)
EU Zulassung 02/2008 01/2009 07/2009 2010 (Ferkel)
Firma Boehrmger MSD Zoetis Merial
Ingelheim

'nach Kolostrum Aufnahme; LT = Lebenstag; ml = Milliliter; mind. = mindestens; p.Inj.= post Injection;

a) One-Shot b) Two-Shot
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2.4.2 Vakzination der Muttertiere

Die PCV2-Vakzine der Firma Merial (Circovac) beruht auf einem inaktivierten, kompletten
PCV2-Isolat und war anfénglich 2007 nur als Muttertiervakzine zugelassen bis 2010 auch die
Zulassung als Ferkelimpfstoff erfolgte. Die Impfdosis reduzierte sich dabei von 2 ml
(Jungsauen, Sauen) auf 0,5 ml (Ferkel) (Fraile et al. 2012a). Es entstand im Vergleich zu den
anderen Vakzinen (Ferkel Impfdosis 1 ml, CircoFlex bzw. 2 ml Porcillis PCV und Suvaxyn
PCV, Tabelle 2) ein wirtschaftlicher Vorteil, da mit derselben Impfstoffmenge eine groBere
Anzahl an Ferkeln immunisiert werden kann. Entscheidend ist jedoch, in welcher
Produktionsphase Probleme mit PCVD auftreten. Im Falle von Reproduktionsstorungen
und/oder hohen Saugferkelverlusten empfiehlt sich der Einsatz als Muttertiervakzine. Liegen
die Probleme in einer spiteren Produktionsphase empfiehlt sich die Anwendung als

Ferkelvakzine.

Im Rahmen der passiven Immunisierung werden die Muttertiere vor dem Abferkeln geimpft
und die Ferkel tiber die Aufnahme von impfinduzierten, maternalen IgG-Antikorpern durch das
Kolostrum passiv immunisiert und mindesten fiinf Wochen lang geschiitzt. Im Falle der
Grundimmunisierung erhalten die Jungsauen eine Injektion gefolgt von einer zweiten Injektion
3 bis 4 Wochen spiter, mindestens 2 Wochen vor dem Belegen. Eine weitere Injektion wird
mindestens 2 Wochen vor dem Abferkeln verabreicht. Die Sauen erhalten eine Injektion gefolgt
von einer zweiten Injektion 3 bis 4 Wochen spéter, mindestens 2 Wochen vor dem Abferkeln.
Als Wiederholungsimpfung erfolgt eine Injektion wihrend jeder Trachtigkeit mindestens 2 bis
4 Wochen vor dem Abferkeln (Herstellerangaben). Zu den Vorteilen der passiven
Immunisierung zdhlen der ab dem ersten Lebenstag wirkende Impfschutz der Ferkel sowie die
positiven Auswirkungen auf die Fruchtbarkeitsleistung der geimpften Sauen. So zeigen
geimpfte Sauen im Vergleich zu nicht-geimpften Muttertieren mehr lebendgeborene und
abgesetzte Ferkel pro Wurf sowie hohere Absetzgewichte der Ferkel sowohl bei einer akuten
systemischen PCV2-Infektion (Pejsak et al. 2010) als auch bei einer subklinischen PCV2-
Infektion (Fraile et al. 2012b, Kurmann et al. 2011). Nachteile der passiven Immunisierung
ergeben sich aus der Wirkungsweise des Verfahrens. So ist die optimale Effektivitdt der
Impfung limitiert liber die ausreichende Kolostrumaufnahme der Ferkel in den ersten 24
Stunden sowie der Halbwertszeit der passiv erworbenen Antikorper (Opriessnig et al. 2010)
und den daraus resultierenden, zeitlich begrenzten Impfschutz der Ferkel (McKeown et al.

2005, Opriessnig et al. 2008b).
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Durch die gleichzeitige Zulassung als Sauen- und Ferkelvakzine ermdglicht der Circovac-
Impfstoff eine Kombination von aktiver und passiver Immunisierung. Hierbei erfolgt die
Ferkelimpfung als einmalige Injektion ab einem Alter von 3 Wochen. Mit der Frage, ob sich
die simultane Anwendung derselben Vakzine bei Muttertier und Nachkommen auf die
Impfeffektivitit auswirkt, setzten sich Fraile et al. (2012b), Opriessnig et al. (2010) und Pejsak
et al. (2010) auseinander. In der experimentellen Studie von Opriessnig et al. (2010) zeigten
sich keine negativen Auswirkungen auf die Impfeffektivitdit durch eine kombinierte
Anwendung ein und desselben Impfstoffes bei Muttertier und Nachkommen. Pejsak et al.
(2010) untersuchte die Wirksamkeit verschiedener PCV2-Impfprotokolle (solitdre Muttertier-
oder Ferkelimpfung sowie kombinierte Impfung) in einem Betrieb mit akutem PMWS-
Ausbruch. Unter allen drei Protokollen verbesserten sich die Produktionsparameter, jedoch die
hochsten tdglichen Gewichtszunahmen erreichte die Gruppe der kombinierten Impfung.
Unabhéngig des maternalen Antikorpertiters zum Zeitpunkt der Impfung wies Fraile (2012b)
eine signifikante Steigerung der tiglichen Gewichtszunahme und eine signifikante Reduzierung
des Prozentsatzes an PCV2-infizierten Tieren nach. Jedoch zeigten die Ferkel eine spitere
Serokonversion im Vergleich zu Ferkeln nicht-geimpfter Sauen (Fraile 2012b).

Die Auswirkungen der Anwesenheit von maternalen Antikdrpern zum Zeitpunkt der
Ferkelimpfung auf die Ausbildung einer schiitzenden Immunitét werden kontrovers diskutiert.
In den Studien von Fachinger et al. (2008) und Kekarainen et al. (2010) fiihrte die Gegenwart
maternaler Antikorper bei PCV2-Impfung der Ferkel zu keiner Beeintrachtigung der aktiven
Immunisierung. Dagegen berichteten Fort et al. (2009), Fraile et al. (2012a, 2012b) und Martelli
et al. (2011) von einer Stérung bei der Entwicklung einer aktiven humoralen Abwehr nach
PCV2-Impfung durch die maternale Antikorper. Erfolgt eine aktive Immunisierung wéhrend
der Refraktirzeit wird keine oder nur eine unzureichende Immunitét ausgebildet, da die
Impfantigene von den maternalen Antikdrpern neutralisiert werden. Eine Ferkelimpfung sollte

daher erst nach dem 21. Lebenstag erfolgen.

2.4.3 Vakzination der Ferkel

Ziel der aktiven Immunisierung der Ferkel ist der Aufbau einer langanhaltenden Immunitét
gegen PCV2, moglichst bis zum Ende der Mast. Hierzu stehen derzeit in Deutschland neben
Circovac (s.0.) drei weitere unterschiedliche Vakzinen zur Verfligung. Die Vakzine Suvaxyn
PCV der Firma Zoetis basiert auf der inaktivierten Form des chimédren PCV 1/2-Isolats (Fenaux

et al. 2004a, Opriessnig et al. 2007). Durch Klonierung des pathogenen PCV2-ORF2-Gens in
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das Virusgenom des apathogenen PCV1 wird das rekombinante Isolat erstellt. Das ORF2-Gen
des PCV1 wird hierbei durch das immunogene PCV2-ORF2-Gen ersetzt. Eine Attenuierung
des PCV1/2-Klons erfolgte nach Infektion von SPF-Schweinen in denen eine humorale
Immunantwort gegen das immunogene ORF2-Kapsidprotein hervorgerufen wird (Fenaux et al.

2003, 2004a).

Die Ferkelimpfstoffe der Firmen Boehringer Ingelheim (Ingelvac CircoFLEX) und MSD
(Porcilis PCV) basieren auf einer Untereinheit des PCV2-Kapsidproteins (Tabelle 2). Es
verfiigt iiber immunogene Bereiche (siche 2.1.5.2; Mahe et al. 2000) und ist dadurch in der
Lage eine schiitzende Immunantwort zu induzieren (Blanchard et al. 2003). Die Herstellung der
immunogenen ORF2-Untereinheit erfolgt in einem Baculovirus-Expressionssystem (Chae
2012). Hierbei wird das ORF2-Protein mithilfe eines Plasmidvektors in das Genom eines
Baculovirus integriert und Zellen einer Insektenzelllinie aus den Ovarien von Spodoptera
frugiperda (Nachtfalter, Familie Eulenfalter) mit diesem rekombinanten Virusgenom infiziert.
Im Anschluss an die erfolgreiche Synthese der immunogenen ORF2-Untereinheit erfolgt die
Reinigung und Inaktivierung des rekombinanten Proteins (Chae 2012), welches sich
morphologisch nicht vom urspriinglichen PCV2-Partikel unterscheidet (Fort et al. 2008). Die
Vakzine Ingelvac CircoFLEX (Boehringer Ingelheim) ist mit dem Impfstoff Ingelvac
MycoFLEX (ebenfalls Boehringer Ingelheim) mischbar. So kénnen die Ferkel in einem
Arbeitsschritt sowohl gegen PCV2 als auch gegen Mycoplasma hyopneumoniae immunisiert
werden. Bei Anwendung der Impfmischung ist zu beachten, dass sich der Impfzeitpunkt um
eine Woche spéter auf die 3. Lebenswoche verschiebt und sich die Impfdosis auf 2 ml pro Tier

erhoht (Tabelle 2).

Wihrend die Vakzinen CircoFlex und Suvaxyn als einmalige Injektion (sogenannter One-Shot)
bei Ferkeln ab einem Alter von 2 Wochen (CircoFlex), respektive 3 Wochen (Suvaxyn)
zugelassen sind, kann die Vakzine Porcilis PCV (MSD) als einmalige Injektion (One Shot) oder
als zweimalige Injektion (sogenannter Two-Shot) eingesetzt werden. Um das passende
Impfschema anzuwenden, ist laut Hersteller der maternale PCV2-Antikdrperspiegel im Serum
zu beriicksichtigen und gegebenenfalls durch entsprechende diagnostische Mallnahmen zu
bestimmen. Bei einem niedrigen bis mittleren maternalen PCV2-Antikorpertiter wird eine
einmalige Injektion von 2 ml Impfstoff bei Tieren ab einem Alter von drei Wochen empfohlen.

Liegt ein hoher maternaler PCV2-Antikorpertiter vor wird eine zweimalige Injektion von 2 ml



LITERATURUBERSICHT 40

Impfstoff empfohlen. Hierbei erfolgt die erste Injektion ab einem Alter von drei bis fiinf Tagen

gefolgt von einer zweiten Injektion etwa drei bis vier Wochen spéter (Tabelle 2).

Die vier in Deutschland erhéltlichen Vakzinen (Tabelle 2) decken iiber ihre Variationen in
Beginn und Dauer der induzierten Immunitét unterschiedliche Produktionszeitrdume ab. Die
Wabhl der geeigneten Vakzine richtet sich daher nach der individuellen betrieblichen Situation.
Der Impfstoff Circovac bietet im Rahmen der passiven Immunisierung einen Schutz der Ferkel
von der Geburt bis etwa zur flinften Lebenswoche. Bei aktiver Immunisierung kann die
Impfung ab der zweiten Lebenswoche (CircoFLEX, Boehringer Ingelheim) bzw. ab der dritten
Lebenswoche (Circovac, Merial; Suvaxyn, Zoetis und Porcilis PCV, MSD) erfolgen. Die Tiere
verfligen liber eine Immunitdt von der flinften bis mindestens zur 17. Lebenswoche (Circovac),
respektive von der vierten bis mindestens zur 19. Lebenswoche (CircoFLEX). Bei Anwendung
der Vakzine Suvaxyn weisen die Tiere eine Immunitdt von der sechsten bis etwa 22.
Lebenswoche auf und bei Verwendung von Porcilis PCV ab der fiinften bis etwa zur 25.
Lebenswoche. Demnach ist der Impfstoff Circovac (Merial) nicht nur fiir Ferkelerzeuger mit
Saugferkelverlusten interessant sondern auch fiir Betriebe, die unter einem hohen Erregerdruck
und einer frithen Infektion der Ferkel leiden. Die Impfstoffe der Firmen Boehringer Ingelheim,
Zoetis und MSD sind fiir Betriebe mit PCV2-bedingten Probleme in Aufzucht und Mast
geeignet, wobei sich insbesondere die Vakzinen Porcilis PCV und Suvaxyn aufgrund ihrer

relativ langen Immunitit fiir Betriebe mit Problemen in der spiten Mastphase anbieten.

2.4.4 Effektivitat der kommerziellen PCV2-Vakzinen

Die Wirksamkeit der kommerziell erhéltlichen Impfstoffe wurde in zahlreichen Studien belegt.
Sie bewirken eine Reduktion der Mortalitit, der lymphatischen Léasionen sowie der klinischen
Symptome insbesondere der Gewichtsabnahme und des Kiimmerns der Tiere infolge einer
PCV2-Infektion (Beach und Meng 2012, Fachinger et al. 2008, Fraile et al. 2012a, Horlen et
al. 2008, Kixmdoller et al. 2008, Kim et al. 2011, Lyoo et al. 2011, Martelli et al. 2011,
Opriessnig et al. 2008a, Opriessnig et al. 2009b, Pejsak et al. 2010, Segalés et al. 2009). Des
Weiteren verringert eine PCV2-Impfung die Virdmie, sowie die Viruslast im Blut und den
lymphatischen Geweben (Fachinger et al. 2008, Fort et al. 2008, 2009, Fraile et al. 2012a,
Hemann et al. 2012, Kixmoller et al. 2008, Lyoo et al. 2011, Martelli et al. 2011, Opriessnig et
al. 2009b, 2010, Segalés et al. 2009, Shen et al. 2010). Gleichfalls wurde nicht nur die

Ausscheidung von infektiosen PCV2-Partikeln iiber das Nasensekret und die Féazes reduziert
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(Fort et al. 2008) sondern auch die Dauer der Virusausscheidung iiber den Samen verkiirzt
(Opriessnig et al. 2011b, Seo et al. 2011). Auch zeigten PCV2-geimpfte Tiere im Vergleich zu
unbehandelten Tieren eine hohere Widerstandsfahigkeit gegeniiber Koinfektionen (Kixmdoller
et al. 2008). So beeintrachtigte selbst eine akute PRRSV-Infektion zum Zeitpunkt der PCV2-
Impfung nicht deren Wirksamkeit (Sinha et al. 2010). Eine PCV2-Impfung senkt scheinbar
auch die PCV2-bedingte Umweltbelastung eines Betriebes (Blunt et al. 2011). So konnten
Blunt et al. (2011) in PCVD-betroffenen Betrieben PCV2-Partikel in Hausfliegen nachweisen.
Im darauffolgend Jahr nach Einfiihrung von PCV2-Impfprogrammen jedoch nicht mehr.

Opriessnig et al. (2009b) verglichen in einer Challenge-Studie die ein- bzw. zweimalige
Anwendung der Vakzinen Suvaxyn PCV, Circumvent (= Porcilis PCV) und CircoFLEX auf
mogliche Unterschiede in der Ausbildung einer stabilen Immunitét. Die Virdmie reduzierte sich
um 78,5 % bei einmaliger Injektion und um 97,1 % bei zweimaliger Injektion. Auch die
mikroskopischen lymphatischen Lasionen wurden um 78,7 % respektive 81,8 % im Vergleich
zur nicht-geimpften positiven Kontrollgruppe reduziert. In der Studie wird der Impfstoff
Suvaxyn PCV auch als zweimalige Injektion angewendet. Es zeigten sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede in der Effektivitit der Vakzine bei ein- bzw. zweimaligen
Verabreichung. So erzeugte Suvaxyn PCV im Vergleich zu den anderen Vakzinen in beiden
Gruppen die hochsten Titer an neutralisierenden Antikorper (Opriessnig et al. 2009b). Es
ergaben sich auch keine signifikanten Unterschiede in der Impfwirksamkeit aus einer
intradermalen oder intramuskuldren Impfstoffapplikation (Opriessnig et al. 2008a). Seo et al.
(2013) tiberpriifte die Effektivitit der Impfstoffe Suvaxyn PCV, CircoFLEX und Circovac auf
die Hohe der Virusmenge im Samen und Serum sowie der Dauer der Virusausscheidung iiber
den Samen. Alle drei Impfprotokolle reduzierten signifikant die Viruslast im Samen und Serum
der Tiere, jedoch zeigten sich signifikante Unterschiede in der Dauer der Virusausscheidung.
Mit Suvaxyn PCV-geimpfte Eber wiesen im Vergleich zu den CircoFLEX-geimpften Tieren
eine signifikant geringere Viruslast am 21. Tag nach Infektion mit einem PCV2b-Isolat auf.
Auch zeigten die Suvaxyn PCV-geimpften Eber am 28. Tag nach PCV2-Infektion eine
signifikant geringere Viruslast im Vergleich zu den Circovac- und den CircoFLEX-geimpften

Tiere.



MATERIAL UND METHODEN 42

3 Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

3.1.1 Gerite und Verbrauchsmaterial

Geldokumentationssystem: Bio Doc Analyze, Whatman Biometra, Gottingen

Thermocycler: T-Gradient und T-Personal, Whatman Biometra, Géttingen

Photometer: Ultrospec 1100 pro, Amersham Biosciences Freiburg (zur Messung der
Primerkonzentrationen) und Nano Drop 1000, NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, USA
(zur Messung genomischer DNA)

Pipetten: Biohit GmbH, Rosbach v. d. Hohe und Roth, Karlsruhe

Mikrotiterplatte: SuperPlate 96-well PCR Plate Semi-Skirted, Thermo Scientific, St-Leon-Rot
Klebefolien: Adhesive PCR Foil Seals, Biozym, Hessisch Oldendorf

Reaktionsgefdfle (0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml): Roth, Karlsruhe

Pipettenspitzen: Roth, Karlsruhe

3.1.2 Chemikalien und Kits

Agarose NEEO, Roth, Karlsruhe

EDTA, Roth, Karlsruhe

Essigsédure, Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid, Roth, Karlsruhe

Midori Green Advance, Biozym, Hessisch Oldendorf
Primer, Biomers GmbH, Ulm

Tris, Roth, Karlsruhe

Multiplex Mastermix Kit, Quiagen GmBH, Hilden
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3.1.3 Losungen und Puffer

1 x TE-Puffer:

50 x TAE-Elektrophorese Puffer:

Einwaage fiir 1000 ml:

10x Auftragspuffer:

Einwaage fiir 10 ml:

3.1.4 Verwendete Software und Internetadressen

10 mM Tris
1 mM EDTA

2 M Tris
1 M Essigsédure
50 mM EDTA

42,28 g Tris

60,05 g Essigsdure

18,61 g EDTA

ad 1000 ml mit VE-Wasser

0,3 % Orange G

25 % Saccharose

0,03 g Orange G
2,5 g Saccharose
ad 10 ml mit aq. bidest.

3.1.4.1 National Center for Biotechnology Information (NCBI) und BLAST

Die PCV2-Sequenzen zur Entwicklung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer

sowie die PCV2-Referenzsequenzen fiir die PCV2-Genotypen stammen aus der Datenbank

des National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Mithilfe des zur Datenbank gehdrenden Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

wurden die PCV2-Sequenzen aus der vorliegenden Arbeit mit allen in der Datenbank

verfiigbaren kompletten Genomsequenzen verglichen.



MATERIAL UND METHODEN 44

3.1.4.2 OLIGO
Mithilfe der OLIGO Primer Analyse Software (Version 4.0, Copyright 1989-1991 by Wojciech

Rychlik) wurden die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer erstellt.

3.1.4.3 ApE - A plasmid Editor

Mit der frei erhéltlichen Software von Wayne Davis (University of Utah, Version 1.17;
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/) wurden die sequenzierten Amplifikate der
PCV2-Genomabschnitte A und B in Form ihrer Chromatogramme eingelesen, iiberpriift und
gegebenenfalls editiert. Uber ein nachfolgendes Alignement der Genomabschnitte A und B
wurden die Sequenzen anhand ihrer iiberlappenden Bereiche zu einer PCV2-Komplettsequenz

zusammengefiigt.

3.1.4.4 ClustalX
Das frei erhiltliche Programm ClustalX (Version 2.0, Conway Institute UCD, Dublin,

www.clustal.org) wurde zum Vergleich der mit ApE zusammengefiigten PCV2-

Genomsequenzen eingesetzt, um Insertionen, Deletionen und Polymorphismen zu verifizieren.

3.1.4.5 BioEdit - Sequence Alignement Editor

Das Programm BioEdit (Version 7.0.5.3, Tom Hall) dient wie ClustalX dem Vergleich von
Sequenzen verfligt jedoch iiber eine groBere Anzahl an Bearbeitungstools. Es wurde zur
genauen Lokalisation von Polymorphismen im PCV2-Genom bzw. in der Aminosaduresequenz

eingesetzt.

3.1.4.6 SPSS

Fiir die statistische Auswertung der Daten wurde die IBM Software SPSS (Version 20, IBM

Miinchen) verwendet.
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3.1.5 Probenmaterial

Im Rahmen des Schweinegesundheitsdienstes der Klinik fiir Wiederkduer und Schweine,
Professur fiir Schweinekrankheiten der Justus-Liebig-Universitit GieBen, wurden im Zeitraum
2008 bis Ende 2014 PCV2-positive Proben aus verschiedenen Betrieben gesammelt. Fiir diese
Arbeit wurde anhand der beim Bestandsbesuch erstellten Anamnesebdgen eine Vorauswahl in
die Gruppen ,,geimpft* und ,,nicht-geimpft* getroffen. Insgesamt wurden 156 PCV2-positive
Proben aus 79 PCV2-positiven Betrieben aus dem Zeitraum 2008 bis 2012 in die Untersuchung
einbezogen (Tabelle 3). Die Anzahl der Proben pro Betrieb schwankte von einer bis maximal

acht Probe(n). Die einzelnen Probenmaterialien sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Verteilung der untersuchten PCV2-positiven Proben aus PCV2-positiven Betrieben
im Zeitraum 2008 bis 2012

Anzahl der untersuchten Anzahl der PCV2-positiven

Jahr PCV2-positive Proben Betriebe
2008 16 12
2009 83 29
2010 12 10
2011 12 7
2012 33 21
Gesamt 156 79

Tabelle 4: Verteilung der PCV2-positiven Proben auf die verschiedenen Probenmaterialien

Probenmaterial Anzahl der }thersuchten Prozentual'e.r Anteil der
PCV2-positive Proben PCV2-positiven Proben
Organpool 8 5,13
Vollblut 8 5,13
Tupfer 1 0,64
Lunge 62 39,74
Serum 55 35,26
BAL! 18 11,54
Plazenta 1 0,64
Ileocaecalklappe 3 1,92
Gesamt 156 100

"Bronchoalveolire Lavage
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3.2 Untersuchungsmethoden

3.2.1 Probenvorbereitung

Die Extraktion, Quantifizierung und Einlagerung der viralen DNA aus dem Probenmaterial
wurde bereits im Rahmen der Diagnostik des Schweinegesundheitsdienstes der Klinik fiir
Wiederkduer und Schweine, Professur fiir Schweinekrankheiten der Justus-Liebig-Universitét
GieBen durchgefiihrt. Die Bestimmung der Virusmenge erfolgte mittels quantitativer PCR
(qPCR) auf einem 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Die PCV2-
Konzentration wurde als logl0 PCV2-Genome/pg extrahierte DNA angegeben. Die qPCR-
Primer, die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes und das angewendete PCR-Programm sind

aus Tabelle 5, Tabelle 6 und Tabelle 7 ersichtlich.

Tabelle 5: Fiir die PCV2 qPCR verwendeten Primer nach Olvera et. al (2004)

PCV2
Genom-
Primer Sequenz (5°-3°) o GroBe (Bp)
Position
(nt)
PCV2F CCA GGA GGG CGTTGT GACT 15351553
PCV2 R CGC TAC CGT TGG AGA AGG AA 1633-1614 98

6-Fam-AAT GGC ATC TTC AAC ACC  1589_1609

PCV2S CGC CTC T-Tamra

Tabelle 6: PCR-Ansatz fiir die quantitative PCR (qPCR)

Reagenzien Volumen (ul)
2x Absolute Blue QPCR Low ROX Mix 12,5
Primermix (PCV2F/PCV2R f.c.” 1,8 uM) 9
PCV2 S (f.c.” 0,2 uM) 1
Matrizen-DNA 2,5
Gesamtvolumen pro PCR-Cup 25

*f.c. final concentration (Endkonzentration)
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Tabelle 7: QPCR-Programm zur Quantifizierung der PCV2-Belastung

Schritt Temperatur °C Dauer Anzahl Zyklen
Initiale Aktivierung '
der Polymerase und 95 15 min
Denaturierung
Denaturierung 94 30 sec
Annealing und 40x
‘ 60 1 min
Extension
Pause 4 0

3.2.2 Amplifikation des gesamten PCV2-Genom mittels PCR

3.2.2.1 Primer

Das PCV2-Genom wurde in zwei Abschnitten A (824 Bp) und B (1173 Bp) amplifiziert. Die
verwendeten Primer (Tabelle 8) wurden anhand von zwei bekannten PCV2-Genomsequenzen
(GenBank Accession Number AY-191947 und FJ-905467) aus der NCBI Datenbank erstellt.
Die Optimierung der Primer hinsichtlich Dimer- und Schleifenbildung, sowie die Ermittlung
der zu erwartenden Amplifikatgrofle und der voraussichtlichen optimalen Annealingtemperatur
erfolgte mithilfe des Programmes OLIGO 4.0. Laut Herstellerangaben wurden die als
Lyophilisate gelieferten Primer in dem angegebenen Volumen mit 1 x TE-Puffer geldst und
anschlielend ihre Konzentration photometrisch bestimmt. Hierzu wurden 5 pl der jeweiligen
Primerlosung mit 395 pl 1 x TE-Puffer verdiinnt und die Extinktion der Losung bei 260 nm

und 320 nm photometrisch gemessen. Abschliefend erfolgte die Konzentrationsbestimmung

der Primerldsung anhand folgender Formel:

E

°T ((15200 = #4) + (7500 * #C) + (12010 = #G) + (840 * #T) ) + d *

c= Konzentration der Primerlosung in pmol/l (uM)

E=  korrigierter Extinktionswert (E260nm — E320nm)

#X = Nukleotid Anzahl im jeweiligen Primer

d= Schichtdicke der Kiivette (hier d =
VF = Verdiinnungsfaktor (hier VF = 80)

Icm)

VF
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Unter Verwendung von 1 x TE-Puffer wurde aus den einzelnen Primer-Originallésungen eine
20 uM Primermix-Stammldsung aus Vorwirts- und Riickwirtsprimer angesetzt. Diese wurden
zur Amplifikation der Genomabschnitte mit 1 x TE-Puffer auf eine 4 uM Gebrauchslosung

verdiinnt. Alle Primerlésungen wurden bei -20°C gelagert.

Tabelle 8: Fiir die Amplifikation der PCV2-Genomabschnitte A und B verwendeten PCR und
Nested-PCR Primer

PCV2
PCV2
_ Genom- Grofe
Genom Primer Sequenz (5°-3)
Position (Bp)
Abschnitt
(nt)*
PCV2AF GCAGCACCTCGGCAGCACCTC 21-41
PCV2ANR  GAGGAGTACCATTCCAACGGGGTCTG  844-819 824
A
PCV2ANF? CGGCAGCACCTCAGCAGCAAC 30-50
PCV2AR® TTCCAACGGGGTCTGATTGCTGG 833-811 804
PCV2BF TGGTK'GTTATTGATGACTTTTATGG 682 - 706
PCV2BR GTTGGGGTCCGCTTCTTC 87 - 70 1174
B
PCV2BNF? CCS'TGGGATGATCTACTGAGACT 714 -736
PCV2BNR3 GGGTCCGCTTCTTCCATTC 83 - 65 1137

'K = G/T; ?S = G/C; *Primer fiir Nested-PCR
*Positionsangaben laut NCBI GenBank Eintrag Accession number AF055394 (PCV2b-Referenzsequenz)

3.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Annealing-Temperatur der jeweiligen Primerpaare wurde optimiert. Beim PCV2-
Genomabschnitt A erwies sich fiir das Primerpaar PCVAF/PCV2ANR (Tabelle 10) eine
Temperatur von 62°C und fiir das Primerpaar PCV2ANF/PCV2AR (Tabelle 12) eine
Temperatur von 64°C als optimal. Beim PCV2-Genomabschnitt B (Tabelle 15) betrug die
optimale Annealing-Temperatur fiir beide Primerpaare (PCV2BF/PCV2BR und
PCV2BNF/PCV2BNR) 61°C.

Fiir den PCV2-Genomabschnitt A wurde immer eine Nested-PCR durchgefiihrt (Tabelle 9 und
Tabelle 11), da die amplifizierte DNA-Menge sonst nicht fiir eine anschlieBende Sequenzierung
ausreichte. Fiir den Abschnitt B wurde eine Nested-PCR (Tabelle 14) nur bei Proben
durchgefiihrt, die sich nach der ersten PCR in der Gelelektrophorese-Auswertung als negativ
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darstellten. Die PCR-Ansétze sind in Tabelle 9, Tabelle 11, Tabelle 13 und Tabelle 14, die

PCR-Programme in Tabelle 10, Tabelle 12 und Tabelle 15 aufgefiihrt.

Tabelle 9: PCR-Ansatz fir die erste PCR des PCV2-Genomabschnittes A

Reagenzien Menge (ul)
2x Multiplex Mastermix 5
Primermix
PCV2AF/PCV2ANR (4 uM) :
RNAse-freies Wasser 3
Extrahierte DNA 1
Gesamtvolumen pro PCR-Cup 10

Tabelle 10: PCR-Programm fiir die Amplifikation des PCV2-Genomabschnitt A (erste PCR)

Schritt Temperatur °C Zeit Zyklusanzahl
Denaturierung und _
initiale Aktivierung 95 15 min Ix
der Polymerase
Denaturierung 95 30 sec
Annealing 62 1 min 30 sec 20x
Elongation 72 1 min
Finale Elongation 72 10 min 1x
Pause 4 0

Tabelle 11: PCR-Ansatz fur die Nested-PCR des PCV2-Genomabschnitts A

Reagenzien Menge (ul)

2x Multiplex Mastermix 15
Primermix
PCV2ANF/PCV2AR (4uM) .
RNAse-freies Wasser 9
PCR-Produkt aus der ersten PCR (Tabelle 9
und Tabelle 10) >

Gesamtvolumen pro PCR Cup 30
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Tabelle 12: PCR-Programm fiir die Amplifikation des PCV2-Genomabschnittes A (Nested-

PCR)
Schritt Temperatur °C Zeit Zyklusanzahl
Denaturierung und
initiale Aktivierung 95 15 min Ix
der Polymerase
Denaturierung 95 30 sec
Annealing 64 1 min 30 sec 35x
Elongation 72 1 min
Finale Elongation 72 10 min Ix
Pause 4 00
Tabelle 13: PCR-Ansatz fiir die erste PCR des PCV2-Genomabschnittes B
Reagenzien Menge (pul)
2x Multiplex Mastermix 15
Primermix
PCV2BF/PCV2BR (4 uM) :
RNAse-freies Wasser 9
Extrahierte DNA 3
Gesamtvolumen pro PCR-Cup 30

Tabelle 14: PCR-Ansatz fiir die Nested-PCR des PCV2-Genomabschnittes B

Reagenzien Menge (ul)
2x Multiplex Mastermix 15
Primermix
PCV2BNF/PCV2BNR (4 uM) .
RNAse-freies Wasser 9
PCR-Produkt aus der ersten PCR (Tabelle 13
und Tabelle 15) .
Gesamtvolumen pro PCR-Cup 30
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Tabelle 15: PCR-Programm der ersten und der Nested-PCR des PCV2-Genomabschnittes B

Schritt Temperatur °C Zeit Zyklusanzahl
Denaturierung und '
initiale Aktivierung 95 15 min Ix
der Polymerase
Denaturierung 95 30 sec
Annealing 61 1 min 30 sec 35x
Elongation 72 1 min
Finale Elongation 72 10 min 1x
Pause 4 00

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Auf einer Terasaki-Platte wurde entsprechend der Anzahl an PCR-Proben jeweils 1 pl
Auftragspuffer vorgelegt. AnschlieBend wurden 4 pl des jeweiligen PCR-Produkts zugegeben
und durch Auf- und Abziehen in der Pipette miteinander vermischt. Die PCR-Produkte wurden
elektrophoretisch auf einem 1,5%igen Agarosegel mit Midori Green Advance (0,4 pg/ml) als
DNA-Farbstoff aufgetrennt. Dazu wurde das Gel in der Elektrophorese-Kammer mit 1 x TAE-
Laufpuffer iiberschichtet und je 4 pl der mit Auftragspuffer vermischten PCR-Probe in die
Taschen des Geles pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 120 V fiir 20 min durchgefiihrt.
AbschlieBend wurde die DNA in einer Geldokumentationskammer unter UV-Licht (365 nm)
sichtbar gemacht, digital aufgenommen und das Gelbild in einen Rechner iibertragen und

ausgewertet.

3.2.4 Auswertung der PCR-Ergebnisse

Eine Probe galt als positiv und fiir die Sequenzierung verwendbar, wenn sich eine deutliche
Bande auf einheitlicher Hohe darstellen lieB. Als negativ galt eine Probe, wenn keine oder nur
eine undeutliche Bande zu erkennen war. Handelte es sich hierbei um eine Probe von PCV2-
Genomabschnitt A, wurde die PCR wiederholt. Waren es Proben von PCV2-Genomabschnitt
B, wurde eine Nested-PCR durchgefiihrt. Auf den Einsatz einer Positiv- und einer
Negativkontrolle wurde verzichtet, da die Proben im Rahmen der Diagnostik auf PCV2
voruntersucht waren und nur PCV2-positive Proben in die vorliegende Arbeit einbezogen

wurden. Bis zur anschlieenden Sequenzierung wurden die PCR-Produkte bei -20°C gelagert.
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3.2.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte fiihrte die Firma LGC Genomics, Berlin durch. Dazu
wurden jeweils 15 pl PCR-Produkt in eine 96er-Mikrotiterplatte pipettiert und in eine
korrespondierende Mikrotiterplatte 15 ul Sequenzierungsprimer mit einer Konzentration von 5
uM. Als Sequenzierungsprimer diente fiir den Abschnitt A PCV2ANR (Tabelle 8). Bei
Abschnitt B war die Wahl des Sequenzierungsprimer abhingig davon, ob eine Nested-PCR
durchgefiihrt wurde. War dies der Fall diente PCV2BNF als Sequenzierungsprimer, ansonsten
PCV2BF (Tabelle 8).

3.2.6 Auswertung der DNA-Sequenzen

Die Chromatogramme der PCV2-Sequenzen der Abschnitte A und B wurden mithilfe des
Programmes ApE analysiert und gegebenenfalls editiert. Beide Abschnitte wurden tiber die sich
tiberlappenden Bereiche zu einer vollstandigen PCV2-Genomsequenz zusammengefiigt. Die
Auswertung und Genotypisierung der Sequenzen erfolgte mithilfe der Programme BioEdit und
ClustalX. Fiir die Zuordnung der Sequenzen zu den PCV2-Genotypen wurden die
Referenzsequenzen (PCV2a, Acc.No. AF055392; PCV2b, Acc.No. AF055394 und PCV2c,
Acc.No.EU148503; Segalés et al. 2008, Cortey et al. 2011b, Trible und Rowland 2012) aus der

Genbank verwendet.

3.2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit dem Programm IBM-SPSS Version 20 (IBM, Miinchen)
durchgefiihrt. Eine allgemeine Betrachtung der Daten erfolgte mit der ,,Deskriptiven Analyse®.
Hiufigkeiten von Faktoren und Genvarianten mit mdglicher Assoziation zu Impfstatus und
Virusmenge wurden mit Kreuztabellen dargestellt und verglichen. Mogliche Bedeutungen der
verschiedenen Verteilungen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test gepriift. Bei Zellen mit weniger
als 5 Féllen wurde der exakte Test nach Fischer angewendet.

Unterschiede der gemittelten Viruslasten wurden mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse
(,,Oneway*“ ANOVA) ermittelt. Vor der Berechnung mit ANOVA wurden die Viruslasten
logarithmiert um eine Normalverteilung zu erhalten. Mdgliche Effekte einzelner Genvarianten
wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (,,Oneway*“ ANOVA) berechnet. Als statistische
Signifikanzgrenze wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt. Unter Beriicksichtigung von

Mehrfachtests wurden nur SNPs in die Analysen mit einbezogen, wenn sie 1) zu
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Aminosdureaustausch fiihrten, 2) die Hiufigkeit der seltenen Allele hoher als 2 war und 3) die
Korrelation zwischen verschiedenen SNPs unter 0,8 lag. Eine Bonferroni-Korrektur wurde fiir
die restlichen 16 SNPs (ORFI1 und ORF2) und 12 SNPs (nur ORF2) angewendet. Das
Signifikanzniveau (0,05) wurde jeweils auf 0,0084 (ORF1 und ORF2) und 0,0063 (nur ORF2)

reduziert.



ERGEBNISSE 54

4 Ergebnisse

Trotz nachgewiesener Effektivitét der seit 2007 auf dem Markt befindlichen PCV2-Impfstoffe,
wurden in den letzten Jahren vereinzelt PCVD-Fillen in PCV2-geimpften Bestinden
beschrieben. Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurde die These potentieller Verdnderungen
in der PCV2-Genomsequenz infolge der flaichendeckenden Impfmafnahmen mit mdglicher
Assoziation zu PCV2-Genotyp, Impfstatus und Virusmenge nachfolgend anhand von Proben

aus geimpften und nicht-geimpften Betrieben aus Deutschland iiberpriift.

Die Hohe der PCV2-Belastung der einzelnen Proben wurde bereits im Rahmen der Diagnostik
des Schweinegesundheitsdienstes (SGD) der Klinik fiir Wiederkduer und Schweine, Professur
fiir Schweinekrankheiten der Justus-Liebig-Universitit Gielen ermittelt (Abschnitt 3.2.1). Die

weitere Auswertung der Virusmenge erfolgte im Rahmen der vorgelegten Dissertation.

Zunichst wurden die vom Schweinegesundheitsdienst gesammelten Proben aus 237 geimpften
und nicht-geimpften Betrieben verwendet, um zeitliche Verdnderungen der PCV2-Belastung
innerhalb der Betriebe zwischen 2008 und 2014 darzustellen. Anschliefend wurden die PCV2-
positiven Proben auf mdgliche Verdnderungen in der PCV2-Genomsequenz mit potentieller

Assoziation zu PCV2-Genotyp, Impfstatus und Virusmenge ausgewertet.

4.1 Proben und Betriebe

Die Analysen basieren auf einer Ausgangsmenge von 237 Betrieben, mit 8,5 & 2,3 Betrieben
pro Quartal. Aus diesen Betrieben stammen insgesamt 2156 Proben von individuellen
Schweinen mit 80 + 63 Proben pro Quartal. Nach erfolgreicher Einfiihrung der PCV2-Impfung
im Jahr 2008 ldsst sich eine kontinuierliche Abnahme der Virusmenge ab 2009, sowohl bei
Proben aus geimpften als auch aus nicht-geimpften Betrieben beobachten (Abbildung 7). Im
Zeitraum erstes Quartal 2010 bis drittes Quartal 2011 blieben die Virusmengen der Betriebe,
insbesondere der geimpften Bestdnde, meist unterhalb der Nachweisgrenze (Werte in der Abb.7
und Abb.8 als 0 dargestellt). Ab dem dritten Quartal 2011 stammten die Proben vorrangig aus
PCV2-geimpften Betrieben. Zeitgleich ldsst sich ein langsamer jedoch stetiger Anstieg der
Virusmengen aus Proben geimpfter Betriebe darstellen. Aus Abbildung 8 geht hervor, dass
innerhalb dieser Betriebe regelméfig Virusmengen tliber dem klinisch relevanten Niveau von

10° bis 10° PCV2 DNA-Kopien/pg Total-DNA erreicht wurden.
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Abbildung 7: Mittelwerte der PCV2-Virusmenge (logPCV2 DNA-Kopien/pg Total-DNA mit
Angabe des Standardfehlers) in Proben von Schweinen aus Betrieben mit Historie
respiratorischer Storungen. Dargestellt iiber den Zeitraum erstes Quartal 2008 (200801) bis
viertes Quartal 2014 (201404). Die y-Achse schneidet die x-Achse bei -1, um einen sichtbaren
Unterschied zwischen Fillen mit einer Virusmenge unterhalb der Nachweisgrenze (0) und

Fillen, in denen keine Proben vorhanden waren (kein Balken), zu liefern.

Tabelle 16: Erginzung zur Abbildung 7 und Abbildung 8 mit zugrundliegender Anzahl der
beprobten Betriebe (n) jeden Quartals im Zeitraum 2008 bis 2014 unter Angabe des Impfstatus

Jahr Quartal . _ Anzahl (n) Betriebe |
nicht-geimpft geimpft

1 6
2 4

2008 3 ) .
4 2
1 8 3
2 4 1

2009 X 0 )
4 3 6
1 4 6
2 1 2

2010 X ) .
4 6
1 4 7
2 4 2

2011 3 | :
4 8
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Anzahl (n) Betriebe
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Abbildung 8: Maximale Virusmenge (logPCV2 DNA-Kopien/pug Total-DNA mit Angabe des
Standardfehlers) individueller Proben pro Betrieb. Dargestellt iiber den Zeitraum erstes Quartal
2008 (200801) bis viertes Quartal 2014 (201404). Die y-Achse schneidet die x-Achse bei -1,
um einen sichtbaren Unterschied zwischen Féllen mit einer Virusmenge unterhalb der
Nachweisgrenze (-1 bis 0) und Féllen, in denen keine Proben vorhanden waren (kein Balken),

zu liefern.
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4.2 PCV2-Sequenzen

Von den insgesamt in die Untersuchung einbezogenen 156 PCV2-positiven Proben konnten
nach erfolgreicher Amplifikation mittels PCR 91 PCV2-positive Proben zur Sequenzierung an
LGC Genomics (Berlin) geschickt werden (Tabelle 17). Es wurden 62 komplette PCV2-
Genomsequenzen aus den Proben von 54 verschiedenen PCV2-positiven Betrieben generiert.
Hierbei stammten 26 Proben aus geimpften Betriebe und 28 Proben aus nicht-geimpften

Betrieben (Tabelle 18).

Tabelle 17: Verteilung der untersuchten PCV2-positiven Proben (n=156) {iber den Zeitraum

2008 bis 2012 mit Angaben des Sequenzierungsstatus

untersuchte PCV2- eingesandte PCV2- generierte PCV2-
Jahr o ] . )
positive Proben positive Proben Sequenzen

2008 16 16 12

2009 83 35 22

2010 12 8 5

2011 12 9 8

2012 33 23 15
Gesamt 156 91 62

"Proben bereits im Rahmen der Diagnostik des SGD als PCV2-positiv identifiziert

%eingesandt = Proben zur Sequenzierung an LGC Genomics (Berlin) weitergeleitet
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Tabelle 18: Verteilung der 62 generierten kompletten PCV2-Sequenzen aus Proben von

geimpften und nicht-geimpften Betrieben

Betriebe
PCV2 nicht-
Jahr Gesamt ' geimpft
Sequenzen geimpft

2008 12 10 8 2
2009 22 18 12 6
2010 5 5 3 2
2011 8 7 2 5
2012 15 14 3 11

62 54 28 26

Mehrheitlich wiesen die untersuchten 62 PCV2-Sequenzen eine Genomlénge von 1767 (69,3
%) und 1768 Basen (16,1 %) auf (Abbildung 9). Es wurden auch vier Sequenzen mit 1766 (6,5
%), weitere vier Sequenzen mit 1769 (6,5 %) und eine Sequenz mit 1770 (1,6 %) Basen isoliert.
Die Unterschiede in der Genomldnge der einzelnen PCV2-Isolate sind in der intergenischen
Region lokalisiert. Zwei der vier PCV2-Isolate mit einer Genomldnge von 1766 Basen wiesen
eine Deletion an Position 1004 auf (g.1004delT Tabelle 36), wéhrend die anderen zwei PCV2-
Isolate an Position 999 nt des Genoms eine Deletion aufwiesen (g.999delT, Tabelle 36). Drei
der vier PCV2-Isolate mit einer Genomldnge von 1769 Basen beinhalteten eine Insertion an
Genomposition 996 nt (g.996 997insAG, Tabelle 31). Wahrend das vierte PCV2-Isolat an
Genomposition 1041 nt (g.1041-1042insT, Tabelle 35) eine Insertion aufwies. Das PCV2-Isolat
mit einer Genomldnge von 1770 Basen zeigte eine Insertion an Genomposition 996 nt

(2.996 997insAG) und an Genomposition 3 nt (g.3 4insC, Tabelle 35).
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Abbildung 9: Verteilung der generierten PCV2-Sequenzen (n=62) auf die verschiedenen
PCV2-Genomlédngen.

Die Anzahl der erzeugten PCV2-Sequenzen pro Betrieb belduft sich im Zeitraum 2008 bis 2012
auf eine bis maximal zwei Sequenz(en). Hierbei stammte eine Hilfte der generierten PCV2-
Sequenzen aus Mastbetrieben (50 %), wihrend sich die andere Hilfte auf Ferkelerzeuger (27,4
%) und geschlossene Systeme (22,6 %) verteilte (Tabelle 19). Von vier Betrieben konnten
jeweils zwei PCV2-Sequenzen aus unterschiedlichen Jahren generiert werden, mit Ausnahme

von Betrieb Nr. 2 jeweils vor und nach Impfstart im Betrieb (Tabelle 20).

Tabelle 19: Verteilung der generierten PCV2-Sequenzen (n=62) auf die verschiedenen

Betriebsformen
Betriebsform PCV2-Sequenzen Prozentualer Anteil der PCV2-
Sequenzen
Mast 31 50,0
Ferkelerzeuger 17 274
geschlossenes 14 22.6
System

Gesamt 62 100
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Tabelle 20: Vier Betriebe mit jeweils zwei generierten PCV2-Sequenzen aus verschiedenen

Jahren des Untersuchungszeitraumes und Unterschieden im Impfstatus.

Betrieb Jahr Impfstatus!

2008 1

2
2011 1
; 2008 0
2011 1
2009 0

24
2012 1
2009 0

33
2012 1

'0=nicht-geimpft, 1=geimpft

In den Betrieben erfolgte die PCV2-Immunisierung vorrangig mithilfe des PCV2-Impfstoffes
Ingelvac Circoflex (33,3 %). Zu geringeren Anteilen wurden die PCV2-Impfstoffe Porcillis
PCV (3 %) und Circovac (4,5 %) eingesetzt (Abbildung 10). Im untersuchten Material wurde
der PCV2-Impfstoff Suvaxyn PCV nicht verwendet. Von zwei Sequenzen war der verwendete
Impfstoff unbekannt. Zur Vollstindigkeit sind auch die PCV2-Sequenzen aus der Kategorie
»hicht-geimpft* in Abbildung 10 mit aufgefiihrt.
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Abbildung 10: Verteilung der generierten PCV2-Sequenzen (n=62) in Abhéngigkeit des

verwendeten Impfstoffes.
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4.3 PCV2-Genotypen

Die Zuordnung der 62 PCV2-Sequezen zu den entsprechenden PCV2-Genotypen erfolgte wie
unter Abschnitt 3.2.6 beschrieben. Im untersuchten Material wurde vorrangig der Genotyp
PCV2b (83,9 %) identifiziert, gefolgt von Genotyp PCV2a (14,5 %). Eine Sequenz aus der
Kategorie ,,geimpft* wurde als Genotyp mPCV2b (1,6 %) identifiziert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Verteilung der generierten PCV2-Sequenzen (n=62) auf die verschiedenen
PCV2-Genotypen

Eine signifikante Reduzierung (p = 0,025) des Genotyps PCV2a in geimpften Bestédnden lief3
sich bei Vergleichen der PCV2-Genotypen (PCV2a, PCV2b) in Abhingigkeit vom Impfstatus
nachweisen. Wihrend sich der Anteil des Genotyps PCV2a von 24,2 % auf 3,6 % in geimpften
Bestinden verringerte, stieg zeitgleich der Anteil des Genotyps PCV2b von 75,8 % (nicht-
geimpft) auf 96,4 % (geimpft) an. 89 % der PCV2a-Sequenzen (8 von 9) wurden in nicht-
geimpften Bestdnden nachgewiesen. Lediglich eine PCV2a-Sequenz (11 %) aus dem Jahr 2012
wurde in einem geimpften Bestand nachgewiesen. Wihrend die Verteilung der PCV2b-
Sequenzen nahezu ausgeglichen zwischen nicht-geimpften Bestdnden (48 %) und geimpften
Besténden (52 %) war. Es bestand keine signifikante Assoziation (p = 0,116) zum Jahr der
Isolation (Abbildung 12). Der Genotyp mPCV2b wurde in einem geimpften Bestand aus dem

Jahr 2011 nachgewiesen.
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Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der PCV2-Sequenzen (n=62) auf die PCV2-Genotypen
in Abhdngigkeit des Impfstatus im Zeitraum 2008 bis 2012.

4.4 ORF3-Genotypen

Von 19 potentiellen ORF3-Genotypen wurden im untersuchten Material die ORF3-Genotypen
1 bis 4, sowie 7, 10 und 19 identifiziert (Tabelle 21). Die ORF3-Genotypen 1 und 3 herrschten
iber das gesamte Material vor. Kein signifikanter Zusammenhang lief3 sich bei der Betrachtung

der identifizierten ORF3-Genotypen iiber den Untersuchungszeitraum 2008 bis 2012 darstellen.

Tabelle 21: Verteilung der PCV2-Sequenzen (n=62) auf die ORF3-Genotypen

ORF3-Teilsequenz Anzahl der PCV2- Prozentualer Anteil
ORF3-Genotyp!

(5°-39 Sequenzen der PCV2-Sequenzen
1 GAT GGA GTA 71 33,8
2 GAT GGA ATG 2 3,2
3 GAT CGA GTG 24 38,7
4 GAT TGA GTG 3 4,8
7 GAT AGA ATG 1 1,6
10 TAT TGA GTG 8 12,9
19 GAT TGA ATG 3 4.8

'ORF3-Genotypen nach (Reiner et al. 2011)
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Die ORF3-Genotypen 1 und 3 verteilten sich nahezu gleich auf Proben beider Impfkategorien,
wihrend der ORF3-Genotyp 7 nur in Proben aus geimpften Bestdnden und der ORF3-Genotyp
19 nur in Proben aus nicht-geimpften Bestinden nachgewiesen wurde (Tabelle 22). Ein
signifikanter Zusammenhang (p = 0,162) zwischen der Verteilung der ORF3-Genotypen
innerhalb der 62 PCV2-Sequenzen in Abhéngigkeit vom Impfstatus lie sich nicht darstellen.

Tabelle 22: Verteilung der identifizierten ORF3-Genotypen innerhalb der generierten 62
PCV2-Sequenzen in Abhéngigkeit vom Impfstatus

PCV2-Sequenzen

ORF3 Genotyp Gesamt nicht-geimpft geimpft

1 21 9 12
2 2 1 1
3 24 11 13
4 2
7 1 0
10 7
19 3 3

Gesamt 62 33 29

Weiterhin bestand keine signifikante Assoziation (p = 0,66) zwischen den identifizierten ORF3-
Genotypen innerhalb der 62 generierten PCV2-Sequenzen und der Virusmenge (Tabelle 23).

Tabelle 23: Logarithmen der PCV2-Gehalte (in PCV2-DNA Kopien/ ng Total-DNA) der 62
generierten PCV2-Sequenzen, gemittelt iiber die innerhalb der 62 PCV2-Sequenzen

identifizierten ORF3-Genotypen

ORF3 - Anzahl der PCV2- Mittelwert log Virusmenge +
Genotyp Sequenzen Standardabweichung

1 21 4,73 £2.34

2 2 6,03 + 0,44

3 24 5,75+1,79

4 3 4,39 £ 1,65

7 1 53

10 8 3,71+ 1,76

19 3 7,30 + 0,66

Gesamt 62 5,15+2,05
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4.5 Virusmenge

Die Verteilung der Virusmenge der generierten 62 PCV2-Sequenzen wird im Box-Whisker-
Plot (Abbildung 13) dargestellt. Die Virusmenge war nahezu normalverteilt. 20 % der PCV2-
Sequenzen zeigten eine Virusmenge unter 9,88 x 103 PCV2-Kopien/pg Total-DNA, jeweils 25
% lagen zwischen 9,88 x 10° und 2,76 x 10° sowie 2,76 x 10°und 3,58 x 10° PCV2-Kopien/ug
Total-DNA. Weitere 20 % der Sequenzen wiesen Werte zwischen 3,58 x 10° und 2,3 x 10’
PCV2-Kopien/ug Total-DNA auf. Der Median lag bei 2,76 x 10° PCV2-Kopien/ ug Total-
DNA.

1,00E+10

1,00E+08

1,00E+06

1,00E+04

1,00E+02

PCV2-DNA Kopien/ug Total-DNA

1,00E+00

Abbildung 13: Box-Whisker-Plot: Verteilung der Virusmenge in log PCV2-DNA Kopien/pg
Total-DNA der generierten 62 PCV2-Sequenzen. Der Median liegt bei 2,76 x 10° PCV2-
Kopien/pg Total-DNA

Bei Vergleichen der Virusmengen in Abhédngigkeit vom Impfstatus der 62 generierten PCV2-
Sequenzen (Tabelle 24), zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,51).

Tabelle 24: PCV2-Virusmenge in log PCV2-DNA Kopien/pg Total-DNA der 62 generierten
PCV2-Sequenzen, gemittelt {iber die Impfkategorien

‘ Mittelwert Virusmenge
Kategorie PCV2-Sequenzen )
+/- Standardabweichung
nicht-geimpft 33 4,99 £2,19

geimpft 29 5,34 +£1,90
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Es bestand ein signifikanter Zusammenhang (p = 0,011) zwischen der Virusmenge und den
PCV2-Genotypen (Tabelle 25 und Tabelle 26). Proben des Genotyps PCV2b wiesen eine
signifikant hohere Erregermenge pro pg DNA im Vergleich zur Proben des Genotyps PCV2a
auf. Wobei sich jedoch keine signifikante Assoziation zwischen der Hohe der Virusmenge und
dem Impfstatus innerhalb der Genotypen PCV2a (p = 0,773) oder PCV2b (p = 0,819)
nachweisen lie3 (Tabelle 25 und Tabelle 26). Der Genotyp mPCV2b wurde von einer weiteren
Betrachtung ausgeschlossen, da nur eine Sequenz im untersuchten Material vorlag. Daher
reduzierte sich die Anzahl der generierten PCV2-Sequenzen auf 61. Des Weiteren ergab sich
kein signifikanter Zusammenhang bei der Auswertung der Faktoren Betriebsform,
Betriebsgrofle, zur PCV2-Immunisierung verwendeter Impfstoff und untersuchtes

Probenmaterial in Bezug zur Virusmenge (Daten nicht dargestellt).

Tabelle 25: PCV2-Virusmengen in log PCV2-DNA Kopien/ ug Total-DNA der 9 PCV2a-

Sequenzen, gemittelt iber die Impfkategorien

Mittelwert Virusmengen

Impfstatus PCV2a-Sequenzen
+/- Standardabweichung
nicht-geimpft 8 3,60+ 1,76
geimpft 1 3,13
Gesamt 9 3,63+1,66

Tabelle 26: PCV2-Gehalte in log PCV2-DNA Kopien/ pg Total-DNA der 52 PCV2b-

Sequenzen, gemittelt tiber die Impfkategorien

Anzahl der PCV2b- Mittelwert Virusmengen
Impfstatus )
Sequenzen +/- Standardabweichung
nicht-geimpft 25 541+2,18
geimpft 27 5,53+1,82

Gesamt 52 5,48+1,98
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4.6 Mutationen innerhalb der 62 untersuchten PCV2-Sequenzen

Innerhalb der 62 generierten PCV2-Sequenzen wurden 259 Polymorphismen identifiziert,
davon 234 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), 2 Deletionen, 3 Insertionen, 16
Deletionen/Insertionen (InDels) und 4 Duplikationen (Abbildung 14 und im Anhang: Tabelle
32 bis Tabelle 38). Von den 234 SNPs wiesen 191 SNPs zwei Allele, 17 SNPs drei Allele und
3 SNPs vier Allele auf. Insgesamt handelt es sich um 131 Transitionen (A < G, C < T) und
103 Transversionen (G < T, G > C, A <> T, A < C). Der Basenaustausch fiir T/C, G/A, G/T,
G/C, A/T und A/C betrug 31 %, 25 %, 17 %, 13 %, 9 % und 5 %.
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Abbildung 14: Lokalisation der SNPs (n=234) im PCV2-Genom mit Frequenz der seltenen
Allele (blaue Balken) innerhalb der 62 PCV2-Sequenzen und Positionsangaben der

verschiedenen Funktionselemente im PCV2-Genom

Die Verteilung der 234 SNPs auf die Funktionselemente ORF1 bis ORF3 ist aus Tabelle 27
ersichtlich. 153 SNPs kodierten die 3. Position im Basentriplett und konnten als stille Mutation
keinen Aminosdureaustausch bewirken. 52 % der SNPs waren im ORF2 (n=127), 37 % im
ORF1 (n=91) und 11 % im ORF3 (n=27) lokalisiert. Hiervon waren 48 (ORF2) und 25 (ORF1)
sogenannte nicht-synonyme SPNs und veranlassten eine Aminosduresubstitution im
Kapsidprotein bzw. im Rep-Protein. Weitere 12 Aminosiuresubstitutionen im Kapsidprotein

traten infolge von Insertionen/Deletionen (InDels) auf (Tabelle 37). Im ORF3 veranlassten alle
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19 nicht-synonymen SNPs eine Aminoséduresubstitution im Protein. Des Weiteren waren 80 der
234 SNPs nur bei einer von 62 Sequenzen bzw. 33 SNPs bei zwei von 62 Sequenzen vertreten.

Beide Gruppen wurden von einer weiteren Betrachtung ausgeschlossen.

Tabelle 27: Verteilung und Auswirkung der identifizierten SNPs innerhalb der 62 PCV2-

Sequenzen
Lokalisation der SNPs Anzahl Anzahl nicht-synonymer
Gesamt
im PCV2-Genom synonymer SNPs SNPs

ORF1 66 25 91
ORF2 79 48 127
ORF3 8 19 27

Gesamt 153 92 218%*

* ohne die SNPs des ORF3, welcher in gegenldufiger Orientierung innerhalb des ORF1

lokalisiert ist.

4.6.1 Mutationen mit signifikanter Assoziation zu PCV2-Genotyp und
Impfstatus

19 der 48 nicht-synonymen SNPs sowie 6 Indels, die im ORF2 zu einem Aminosdureaustausch
fiihrten (Tabelle 27), wurden von weiterfiihrenden Analysen ausgeschlossen, da weniger als 3
Sequenzen diese Polymorphismen enthielten, um Fehlinterpretationen zu vermeiden. Von den
verbliebenen 35 Polymorphismen wiesen 23 eine hohe Korrelation (> 0,8) zueinander auf und
wurden gleichfalls von weiterfiihrenden Betrachtungen ausgeschlossen. Die restlichen 12 SNPs
im ORF2 wurden mit einer statistischen Signifikanzgrenze von p < 0,0063 (Bonferroni)
iberpriift. Auch das PCV2-Isolat mit Genotyp mPCV2b wurde von weiteren Analysen

ausgeschlossen, daher reduziert sich die Anzahl der Sequenzen nachfolgend auf 61.

Nach Bonferroni-Korrektur blieb ein SNP an Nukleotidposition 1182 des PCV2-Genoms
signifikant. Der SNP g.1182G>T fiihrte zur Substitution von Cytosin (75,8 %) zu Adenin (24,2
%) an Nukleotidposition 553 des ORF2 (c.553C>A) und somit zur Substitution von Leucin zu
Methionin im Protein an Aminosdureposition 185 (p.185L>M). Im untersuchten Material stellte
sich ein signifikanter Zusammenhang des SNPs zu den PCV2-Genotypen dar (p <0,001). Alle
PCV2-Sequenzen des Genotyps PCV2a wiesen die Aminosdure Methionin an Position 185 des

Kapsidproteins auf. Wihrend der iiberwiegende Teil der PCV2-Sequenzen des Genotyps
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PCV2b an der Position 185 des Kapsidproteins die Aminosiure Leucin (88,5 %) besall und

lediglich 11,5 % der PCV2b-Sequenzen die Aminosdure Methionin aufwiesen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: SNP g.1182G>T mit Verteilung der PCV2-Sequenzen (n=61) auf die

Aminoséduren Leucin und Methionin an Position 185 im Kapsidprotein in Abhingigkeit des

PCV2-Genotypen PCV2a oder PCV2b

Des Weiteren stellte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem SNP g.1182G>T und

dem Impfstatus der 61 generierten PCV2-Sequenzen dar (p = 0,03). Die Sequenzen der nicht-

geimpften Proben wiesen an der Position 185 des Kapsidproteins die Aminoséure Methionin

zu 39,4 % und die Aminosdure Leucin zu 60,6 % auf. Wihrend die Sequenzen der geimpften

Proben an entsprechender Proteinposition die Aminosdure Methionin zu 7,1 % und die

Aminosdure Leucin zu 92,9 % aufzeigten (Abbildung 16 und Abbildung 17).
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Prozentuale Verteilung der
generierten PCV2-Sequenzen
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Abbildung 16: SNP g.1182G>T mit Verteilung der PCV2-Sequenzen (n=61) auf die

Aminosduren Leucin und Methionin an Position 185 im Kapsidprotein in Abhédngigkeit des

Impfstatus
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Abbildung 17: Signifikanzwerte der Assoziation von SNP und Impfstatus (p-Impfung)
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4.6.2 Mutationen mit Assoziation zur Virusmenge

Von den 234 im Virusgenom der 62 PCV2-Sequenzen identifizierten SNPs (Tabelle 27)
wurden alle SNPs, die keine Aminosduresubstitution veranlassten und die eine Korrelation von
> 0,8 aufwiesen, von weiterflihrenden statistischen Analysen ausgeschlossen. Die
Signifikanzgrenze betrug nach Bonferroni-Korrektur p <0,0084. Es blieben insgesamt 16 SNPs
iibrig. Im ORF3 wiesen lediglich zwei SNPs, g.587T>C (nt 85 im ORF3) und g.551T>G (nt
121 im ORF3), eine entsprechende Anzahl des seltenen Allels auf, die fiir eine statistische
Analyse zuginglich war. Allerdings waren beide SNPs weder mit der Virusmenge noch mit
dem Impfstatus assoziiert.

Fiir die SNPs g.64A>G (nt 14 im ORF1), g.543T>A (nt 493 im ORF1), g.1284T>G (nt 451 im
ORF2), g.1469C>A (nt 266 im ORF2) und g.1508A>G (nt 277 im ORF2) konnte eine
signifikante Assoziation (p<0,001) zur Virusmenge dargestellt werden (Abbildung 18).
Aufgrund hoher Korrelation zueinander (0,6 bis 0,9) konnte jedoch nicht abgeleitet werden mit
welchem SNPs diese Assoziation verkniipft war. Bei zwei weiteren SNPs (g.1182G>T und

2.1566C>T) bestand jedoch ein signifikanter Einzelzusammenhang zur Virusmenge (p =

0,005).
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Abbildung 18: Signifikanzen der Assoziationen zwischen SNPs und Virusmenge
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Der SNP g.1182G>T ist im ORF2 lokalisiert und veranlasst die Substitution von Cytosin (75,8
%) zu Adenin (24,2 %) an Nukleotidposition 553 des ORF2 (c.553C>A) und somit die
Substitution von Leucin zu Methionin im Protein an Aminosdureposition 185 (p.185L>M). Von
den generierten 62 PCV2-Sequenzen, die an Proteinposition 185 ein Methionin besallen, wiesen
40 % eine Virusmenge > 10* PCV2-Kopien/pg Total-DNA und 60 % eine Virusmenge < 10°
PCV2-Kopien/pg Total-DNA auf. Wihrend von den generierten PCV2-Sequenzen, die an
Proteinposition 185 ein Leucin besaBen, 83 % eine Virusmenge > 10* PCV2-Kopien/pg Total-
DNA und lediglich 17 % eine Virusmenge < 10° PCV2-Kopien/ug Total-DNA aufwiesen
(Abbildung 19).

Die FEinteilung der Virusmenge erfolgte in Anlehnung an den Zusammenhang zwischen
Virusgehalt und klinischen PCVD nach (Segalés et al. 2005). Demnach gilt:
> 107 PCV2-DNA Kopien/ ul DNA-Probe: ,,Virusmenge* mit PCVD korreliert
10*° PCV2-DNA Kopien/ ul DNA-Probe: ,,Virusmenge* mit dem Verdacht auf PCVD
korreliert
< 10° PCV2-DNA Kopien/ ul DNA-Probe: ,,Virusmenge* nicht mit PCVD korreliert
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Abbildung 19: SNP g.1182G>T: Prozentuale Verteilung der generierten PCV2-Sequenzen
(n=62) mit den Aminosduren Leucin und Methionin an Position 185 im Kapsidprotein in

Abhingigkeit von der Virusmenge (p = 0,02).
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Der SNP g.1566C>T fiihrte zur Substitution von Guanin (22,6 %) zu Adenin (77,4 %) an
Nukleotidposition 169 des ORF2 (g.169G>A) und somit zur Substitution von Isoleucin zu
Valin im Protein an Aminosdureposition 57 (¢.571>V). Von den generierten PCV2-Sequenzen,
die an Proteinposition 57 ein Isoleucin besaBen, wiesen 81,25 % eine Virusmenge > 10* PCV2-
Kopien/ug Total-DNA und 18,75 % eine Virusmenge < 10° PCV2-Kopien/pg Total-DNA auf.
Wihrend von den generierten PCV2-Sequenzen, die an Proteinposition 57 ein Valin besal3en,
42,86 % eine Virusmenge > 10* PCV2-Kopien/pg Total-DNA und 57,14 % eine Virusmenge
< 10° PCV2-Kopien/ug Total-DNA aufwiesen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: SNP g.1566C>T: Prozentuale Verteilung der generierten PCV2-Sequenzen
(n=62) auf die Aminoséuren Isoleucin und Valin an Position 57 des Kapsidproteins in

Abhingigkeit der Virusmenge (p = 0,02).

4.6.3 Zusammenfassung SNP g.1182G>T

Die Aminosduresubstitution des SNPs g.1182G>T (ORF2, nt 1182) an Proteinposition 185
(p.185L>M) des Kapsidproteins zeigte auch nach Bonferroni-Korrektur eine signifikante
Assoziation zur Virusmenge, zum Impfstatus und zum PCV2-Genotyp (Tabelle 28). Die
Korrelation zur Virusmenge und zum Impfstatus (Tabelle 29) blieb sowohl basierend auf allen
62 PCV2-Sequenzen als auch basierend auf den PCV2b-Sequenzen signifikant (p = 0,045). Die
Frequenz der Aminoséuresubstitution an Position 185 scheint durch den Impfstatus beeinflusst

zu werden. Fiir diese Annahme spricht die Verteilung der Varianten in geimpften und nicht-
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geimpften Herden sowie die Virusmengen der entsprechenden Proben. Die Anzahl der PCV2a-

und mPCV2b-Sequenzen war leider zu gering, um beide Genotypen fiir sich allein zu

betrachten.

Tabelle 28: Zusammenhang zwischen der Aminosauresubstitution an Position 185 (ORF2; nt

1182) und dem Impfstatus, dem PCV2-Genotyp und der Virusmenge in der Probe. Alle 62

PCV2-Sequenzen und alle PCV2-Genotypen wurden mit einbezogen.

Impfstatus PCV2-Genotyp logPCV2
nicht- Standard
geimpft 2a 2b m2b Mittelwert
geimpft Abweichung
Anzahl
33 29 9 52 1 62 62

Sequenzen

Leucin 60,6 %* 93,1 % 0% 88,5% | 100 % 5,60 1,65
Methionin 39,4 % 6,9 % 100% | 11,5% 0% 3,76 2,58
Signifikanz 0,002 < 0,001 0,002

*: Prozentualer Anteil der Aminosdure Leucin in Proben nicht-geimpfter Besténde.

Tabelle 29: Zusammenhang zwischen der Aminosduresubstitution an Position 185 (ORF2, nt

1182) und dem Impfstatus, sowie der Virusmenge in Proben mit Genotyp PCV2b.

Impfstatus logPCV2
nicht- Standard
geimpft Mittelwert
geimpft Abweichung
Anzahl Sequenzen 25 27 52 52

Leucin 80,0 %* 96,3 % 5,68 1,60
Methionin 20,0 % 3,7% 3,96 3,76
Signifikanz (0,079) 0,045

*: Prozentualer Anteil der Aminosdure Leucin in Proben nicht-geimpfter Bestéinde
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4.7 Ungewohnliche Sequenz-Duplikation im Rep-Gen

In der Genomsequenz von vier PCV2-Isolaten wurde eine ungewohnliche Sequenz-Duplikation
im ORF1 entdeckt (Willems et al. 2014). Hierbei wurde ein Sequenzabschnitt (nt 41-85 bzw.
nt 10-83 im PCV2-Genom), der den Bereich zwischen dem Replikationsursprung und dem
Beginn des ORF1 abdeckt unter Deletion der Standardsequenz wiederholt (Tabelle 30). Zwei
der vier PCV2-Isolate stammten aus demselben Betrieb. Drei der vier PCV2-Isolate wurden
aus Proben aus dem Jahr 2009 und ein Isolat aus einer Probe aus dem Jahr 2012 isoliert. Drei
PCV2-Sequenzen wurden aus Lungengewebe geimpfter Schweine isoliert, eine PCV2-Sequenz
stammte aus Lungengewebe eines nicht-geimpften Tieres. Drei PCV2-Isolate wiesen eine
Genomlédnge von 1767 nt auf, ein Isolat eine solche von 1768 nt. Alle gehoren dem PCV2-
Genotyp PCV2b an. Die Sequenzidentitit zum PCV2b-Referenzstamm betrdgt 97,6 %. Auch
die Nukletotid- und Aminosduresequenz von ORF2 und ORF3 ist sehr dhnlich, sie liegt
zwischen 98,2 % und 99,3 %. Aufgrund der Sequenz-Duplikation belduft sich die ORF1
Identitdt der Nukleotidsequenz lediglich auf 96,5 % und die der Aminosduresequenz auf 94,5
bis 95,2 % im Vergleich zum PCV2b-Referenzstamm. Bei drei der vier PCV2-Isolate war die
Sequenzduplikation nahezu identisch (Tabelle 31). Hierbei wurden an Position 750 des ORF1
7 Nukleotide, die direkt vor dem ORF1 liegen und zum Teil das Hexamer H4 (CAGCAG) des
Replikationsursprunges beinhalten, sowie die ersten 40 Nukleotide des ORF1 unter Deletion
der entsprechenden Nukleotide wiederholt. Beim vierten PCV2-Isolat wurden an Position 753
des ORF1 insgesamt 78 Nukleotide wiederholt. Hierbei umfasste die Duplikation 41
Nukleotide, die direkt vor dem ORF1 lokalisiert sind und alle vier Hexamere und die zwei
Pentamere (CACCT) des Replikationsursprunges, sowie die ersten 37 Nukleotide des ORF1

beinhalten.
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Tabelle 30: Sequenz-Duplikation im ORF1 mit Positionsangaben im PCV2-Genom sowie im
kodierten Protein.

Urspriinglicher Duplizierter
Sequenz- Sequenz- Position der Position der Anzahl
abschnitt im abschnitt im Duplikation im | Duplikation im PCV2 A
PCV2-Genom | PCV2-Genom ORF1 (nt) Protein (aa) Sequenzen 2 20
(nt) (nt)
von bis von Bis von bis von bis
41° 85 800 846 750 791 251 265 3 0 3
10° 83 803 880 753 828 | 252 277 1 0 1

 Duplikation in Sequenz 1 bis Sequenz 3; ® Duplikation in Sequenz 4

Tabelle 31: Aminosiuresequenzen (Sequenz 1 bis 4) der Sequenz-Duplikation im Vergleich

zur PCV2b-Referenzsequenz (Acc.No.: AF055394 ).

Aminosduresequenz
PCV2b-Referenzsequenz ILITSNQTPLEWYSSTAVPAVEALYRR
Sequenzl SNMPSKKNGRSGPHQT
Sequenz2 SNMPSKKNGRSGPHQT
Sequenz3 SNMPSKKNGRSGPLLA
Sequenz4 FGSGSTSAAPQQQHAQQKEWKKRTQQ
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5 Diskussion

Zur Verbesserung der Tiergesundheit in der Schweineproduktion stehen seit 2007 verschiedene
PCV2-Vakzinen auf dem internationalen Markt zur Verfiigung. Trotz nachgewiesener
Effektivitidt der PCV2a-basierenden Impfstofte (Seo et al. 2013, Opriessnig et al. 2009b) bietet
die Impfung keine sterile Immunitit und geimpfte Tiere konnen sich weiterhin mit dem Virus
infizieren (Kekarainen et al. 2010). In den letzten Jahren verzeichnete die Klinik fiir
Wiederkduer und Schweine, Professur fiir Schweinekrankheiten der Justus-Liebig-Universitit
GieBlen, einen stetigen Anstieg der PCV2-Virusmengen in Proben aus PCV2-geimpften
Bestinden. Wéhrend sich im Zeitraum 2008 bis einschlieBlich des dritten Quartals 2011 die
Virusmenge der untersuchten Proben reduzierte und sogar gegen Ende des genannten Zeitraums
kaum die Nachweisgrenze erreichte, begann die Viruslast der untersuchten Proben von da an
wieder zu steigen, obwohl die Bestdnde weiterhin gegen PCV2 geimpft wurden. Als mogliche
Ursachen der zunehmenden Virusmengen werden Mingel in der Betriebshygiene und der
Impfstoffanwendung (Opriessnig et al. 2009b) sowie eine etwaige selektionsbedingte, antigene
Anpassung des porzinen Circovirus Typ 2 infolge der flichendeckenden Impfmalinahmen (Guo
et al. 2012, Opriessnig et al. 2014b) diskutiert. Ausgehend von den hohen Mutationsraten des
PCV2 (Firth et al. 2009), den flichendeckenden PCV2-ImpfmaBBnahmen und der aktuellen
Priavalenz des Genotyps PCV2b bestehen Bedenken, dass unter dem impfbedingten
Selektionsdruck Virusvarianten gefordert worden sein konnten, die sich der induzierten
Immunitit der aktuellen PCV2a-basierenden Vakzinen entziehen kénnen (Chae 2015, Guo et
al. 2012, Opriessnig et al. 2014b, Seo et al. 2014, Shen et al. 2012, Xiao et al. 2012). So fordern
Lv et al. (2014) mehr Forschung, um die Wirkung des Impfdrucks auf die dominierenden
PCV2b-Privalenz und der moglichen Entstehung von Impfstoff-Escape-Mutanten bewerten zu

konnen.

Bereits bekannt sind die fiir Antigenitdt und Virusreplikation verantwortlichen Gene im PCV2-
Genom (Cheung 2012, 2003a, 2003b, Lin et al. 2009, Mankertz und Hillenbrand 2001,
Mankertz et al. 1998, Nawagitgul et al. 2000, Trible et al. 2011, Truong et al. 2001) und die fiir
die Immunogenitit relevanten Epitope des Kapsidproteins (Larochelle et al. 2002,
Lekcharoensuk et al. 2004, Mahe et al. 2000). Sequenzvariationen im ORF1 und ORF2 des
PCV2-Genoms mit Auswirkungen auf die kodierten Proteine konnten iiber Beeinflussung der
Virusreplikation und der Antigenitédt der Virus-Isolate (Grau-Roma et al. 2008, Olvera et al.

2007, Saha et al. 2012b, Shen et al. 2012) mdgliche Ansatzpunkte fiir die zunehmenden
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Virusmengen in geimpften Bestinden bilden. Auf dieser Basis sollte die vorliegende
Dissertation mittels vergleichender Sequenzanalyse, Mutationen innerhalb der flir Antigenitét
und Virusreplikation zustindigen Gene des PCV2-Genoms mit moglicher Assoziation zu
PCV2-Genotyp, Impfstatus und Virusmenge in 62 PCV2-Sequenzen aus geimpften und nicht-

geimpften deutschen Bestéinden untersuchen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestédtigen den Verdacht eines Trends des PCV2 sich
der Impfung zu entziehen. So stiegen nicht nur die Virusmengen der untersuchten Proben seit
dem dritten Quartal 2011 zunehmend an, es lieB sich auch kein signifikanter Unterschied der
Virusmengen zwischen Proben der Kategorie ,,geimpft” und ,,nicht-geimpft* nachweisen. Die
Virusmengen der Kategorie ,,geimpft* waren sogar geringfiigig hoher als die der Kategorie
»hicht-geimpft*. Es kann nicht nachgewiesen werden, welcher Teil des beobachteten stetigen
Anstiegs der Virusmenge auf eine selektive Anpassung des Virus oder auf eine weniger strikte
Einhaltung des Hygienemanagements nach erfolgreicher Einfilhrung der PCV2-Impfung
zuriick zu fiihren ist. Obwohl in der vorliegenden Arbeit keine Beweise fiir eine
Vernachldssigung des 20-Punkte-Plans von Madec (Madec, 1999) nach Einfiihrung der PCV2-
Impfung vorlagen, konnte dieser Aspekt sehr wohl zur Erh6hung der Virusmenge in geimpften

Bestidnden beigetragen haben.

Die 62 PCV2-Isolate wiesen 58 verschiedene Sequenzen und eine hohe Rate an genetischer
Variabilitdt auf. Auch auf der abgeleiteten Aminosédureebene, einschlieBlich aller wichtigen
Sequenzabschnitte des PCV2-Genoms. Daher konnte im untersuchten Material der
vorliegenden Studie keine bestimmte Sequenz mit der Impfung in Verbindung gebracht
werden. Auch Kekarainen et al. (2014) beschrieben in ihrer Studie einen hohen Grad an
Sequenzvariationen, sogar innerhalb einzelner Betriebe. So wiesen die Proben aus nicht-
geimpften Herden im Vergleich zu den Proben aus geimpften Herden eine hhere Mutationsrate
in Bezug auf das gesamten PCV2-Genom und das ORF2 auf, wihrend fiir das ORF1 keine
deutlichen Unterschiede der Mutationsrate zwischen geimpften und nicht-geimpften Proben
nachgewiesen wurden (Kekarainen et al. 2014). Unterschiede zeigten sich erst bei spezieller
Betrachtung von synonymer und nicht-synonymer SNPs. Die nicht-geimpften Proben wiesen
eine hohere Anzahl an synonymer SNPs auf, widhrend die geimpften Proben eine vierfach
hohere Anzahl an nicht-synonymen SNPs aufzeigten. Im gesamten untersuchten Material belief
sich die Anzahl der nicht-synonymen SNPs innerhalb des ORF1 auf 7 % (nicht-geimpfte
Proben) bzw. 29% (geimpfte Proben), respektive fiir ORF2 auf 43% (nicht-geimpfte Proben)
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und 47 % (geimpfte Proben). Jedoch waren diese Unterschiede statistisch nicht signifikant
(Kekarainen et al. 2014). In der vorliegenden Studie entsprachen von den 25 SNPs in ORF1
mit Aminosduresubstitution nur 2 (p.34E>D; p.105I>M) den von Kekarainen et al (2014)
beschriecben und mit Next-Generation-Sequencing (NGS) gefundenen 7 SNPs mit
Aminosdureaustausch. Dies ist ein weiterer Beweis fiir die immense Variabilitit innerhalb der
PCV2-Sequenzen.

Die vorherrschende PCV2-Genomlénge von 1767 bzw. 1768 Basenpaaren (Cheung 2012,
Meehan et al. 1998, Olvera et al. 2007) zeigte sich auch in den Sequenzen der vorliegenden
Untersuchung. Gleichfalls konnte die aktuell dominierende Priavalenz des Genotyps PCV2b
(Cortey et al. 2011a, Guo et al. 2010, Li et al. 2010b) innerhalb der untersuchten PCV2-
Sequenzen bestitigt werden. Laut Opriessnig et al. (2014c) und Wei et al. (2013) scheint die
Priavalenz der mutierten Virusvariante mPCV2b in China und Nordamerika zuzunehmen. Im
untersuchten Material der vorliegenden Arbeit war nur ein mPCV2b-Isolat vertreten. Es
stammte von einem PCV2-geimpften, an der respiratorischen Form der PCVD erkrankten
Absatzferkel aus dem Jahr 2011. Eddicks et al. (2015) konnten {iber den Zeitraum 2013 bis
2014 in 7 deutschen, routinemaBig PCV2-geimpften Betrieben mit klinischen PCVD Fillen,
mPCV2b-Isolate  nachweisen. Die  deutschen = mPCV2b-Isolate  zeigten  eine
Nukleotidsequenzidentitdt von 99,6 - 99,8 % (8 Isolate) bzw. 99,0 - 99,1 % (4 Isolate) zu dem
bereits in China und USA beschriebenen mPCV2-Isolat (BDH GenBank No. HM038017) (Guo
2010, Opriessnig 2013b). Des Weiteren bestand eine Nukleotidsequenzidentitidt von 96,5 - 97,1
% zu einem bereits 2005 beschriebenen Virusisolat aus der deutschen Wildschweinpopulation
(Knell 2005). Basierend auf der hohen Sequenzhomologie zu den aktuellen mPCV2-Isolaten
aus Asien und Nordamerika folgern Eddicks et al. (2015), dass die deutschen mPCV2-Isolate
thren Ursprung auBlerhalb Deutschlands oder Europa haben und es sich nicht um de facto neu

entstandene Virusisolate handelt.

In der vorliegenden Arbeit stammte der iiberwiegende Teil der PCV2-positiven Proben aus
Lungengewebe und Serum. Dies lisst sich mit einer vorrangig oronasalen PCV2-Ubertragung
(Shibata 2003) und Virusreplikation im lymphatischen Gewebe nahe des Infektionsortes sowie
anschlielender Virdmie {iber das Blut (Yu et al. 2007) erkldren. Yu et al. (2007) wiesen in ihrer
Studie an intranasal infizierten Schweinen die hochsten PCV2-Gehalte in den
Bronchiallymphknoten nach. Gleichzeitig korrelierte die PCV2-Virusmenge im Serum mit der
Menge an viraler DNA im getesteten Gewebe. Zum anderen handelt sich um Proben, die im

Rahmen der Diagnostik einer moglichen PCV2-assoziierten Erkrankung gewonnen wurden.
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Die Bestimmung der PCV2-Viruslast im Serum mittels quantitativer PCR ist eine wesentliche
Methode zur Ermittlung des Schweregrades einer PCV2-assoziierten Erkrankung, da die
Virusmenge positiv mit dem Schweregrad einer PCVD korreliert (Segalés et al. 2005).
Wihrend der alleinige serologische Nachweis von PCV2-Antikorpern aufgrund des ubiquitiren
Vorkommens von PCV2 innerhalb der Schweinepopulation zur Diagnose einer PCVD

unzureichend ist (Segalés et al. 2005).

Im untersuchten Material der vorliegenden Arbeit bestand ein signifikanter Zusammenhang
zwischen PCV2-Genotyp und Virusmenge. Proben mit Genotyp PCV2b wiesen eine signifikant
hohere Virusmenge pro pg DNA auf als Proben mit Genotyp PCV2a. Wider Erwarten wurde
kein signifikanter Unterschied der Virusmengen in Abhéngigkeit des Impfstatus der 62 PCV2-
Sequenzen ermittelt. Die Virusmengen der PCV2-Sequenzen aus Proben geimpfter Besténde,
lagen sogar geringfiigig hoher. Das Ergebnis iiberrascht, da fiir die PCV2-Sequenzen aus
Proben geimpfter Bestinde eine deutlich geringere Virusmenge im Vergleich zu denjenigen aus
ungeimpften Betrieben erwartet wurde. Denn zahlreiche experimentelle Studien und Félle aus
der Praxis belegen, dass eine PCV2-Impfung unabhdngig vom verwendeten Impfstoff, die
Virusmenge und die Virdmie deutlich reduzierte (Beach und Meng 2012, Beach et al. 2010,
Chae 2012, Fenaux et al. 2004a, Fort et al. 2009, 2008, Kixmoller et al. 2008, Opriessnig et al.
2011c, 2008b, Segalés et al. 2009). Anhand der vorliegenden Daten zeichnet sich der Trend ab,
dass eine PCV2-Impfung den Genotyp PCV2a scheinbar verdriangte. So wurde im untersuchten
Material bis auf eine Ausnahme nur der Genotyp PCV2b in Proben geimpfter Bestinde
nachgewiesen. Die Beobachtung wird durch die Ergebnisse von Shen et al. (2012) und
Opriessnig et al. (2013) unterstiitzt. So wiesen Shen et al. (2012) den Genotyp PCV2a nur im
Serum nicht-geimpfter Tiere nach, wahrend der Genotyp PCV2b im Serum der geimpften Tiere
sowie der an PCVD erkrankter Tiere, vorherrschte (Shen et al. 2012). Als moglichen Grund
vermuteten Shen et al. (2012) Rekombinationen oder Mutationen innerhalb des ORF2. Diese
Befunde wurden durch Saha et al (2012b) unterstiitzt. In der vorliegenden Arbeit finden sich
deutliche Hinweise fiir einen Ubergang von PCV2a zu PCV2b bei mindestens sechs PCV2-
Sequenzen, die als PCV2b klassifiziert wurden. Wihrend der ORF1 dieser Sequenzen enger
mit dem ORF1 des PCV2a iibereinstimmt, ist der ORF2 hoch homolog zum ORF2 des PCV2b.
Diese Beobachtung zeigt moglicherweise ein Rekombinationsereignis zwischen PCV2a und
PCV2b mit dem Hinterlassen des PCV2a/ORF1 in einer PCV2b-Sequenz an. Laut Opriessnig
et al. (2013a) waren die aktuellen kommerziellen Impfstoff zwar in der Lage, die klinischen

Symptome einer PCVD und die Privalenz von PCV2a zu reduzieren, scheinbar jedoch nicht
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wesentlich die Privalenz von PCV2b zu minimieren. Gerber et al. (2013) fiihrte an, dass
moglicherweise der auf PCV2a-basierende Impfschutz bei einer gesteigerten Virusreplikation
infolge einer kombinierten PCV2a/PCV2b-Infektion nicht ausreichend war. Diese Annahme
wird durch die Ergebnisse von Opriessnig et al. (2014b) erhértet. Obwohl die kommerziellen,
PCV2a-basierenden Impfstoffe auch gegen die mutierte Virusvariante mPCV2b effektiv waren
(Opriessnig et al. 2014c¢), entwickelten mit PCV2b/mPCV2-koinfizierte Schweine infolge einer
gesteigerten Virusreplikation eine klinische PCVD (Opriessnig et al. 2014b). Eine Auswertung
der Daten im Sinne der Annahme von Gerber et al. (2013) und Opriessnig et al. (2014b) war
nicht moglich, da im untersuchten Material der vorliegenden Studie keine PCV2a/PCV2b-
Mischinfektion festgestellt wurde.

Sequenzvariationen verschiedener genetischer Elemente des PCV2-Genoms wird eine
mogliche Beeinflussung der viralen Pathogenese mit Auswirkungen auf Virusmenge,
Immunogenitdt und Antigenitdt zugesprochen. So beschrieben Juhan et al. (2010),
Karuppannan et al. (2009) und Liu et al. (2006) einen Zusammenhang zwischen dem ORF3-
kodierten Apoptose-induzierenden Protein und der Virusmenge. Der ORF3 liegt innerhalb des
ORF1, jedoch in gegenldufiger Orientierung (Liu et al. 2005). Karuppannan et al. (2010)
identifizierte die Aminosdurepositionen 20 bis 65 des ORF3-Proteins als bedeutenden Bereich
fiir Wechselwirkungen des PCV2 zur Apoptoseregulation der Wirtszelle. In dieser Region
wurden in der vorliegenden Arbeit 6 nicht-synonyme SNPs identifiziert, wovon lediglich zwei
an den Positionen 587 und 551 unsere Kriterien fiir die Einbeziehung in die statistische Analyse
erfiillten. Jedoch waren beide weder mit der Virusmenge noch mit dem Impfstatus assoziiert.
Die ORF3-Gentoypen 1 und 3 scheinen eine vorherrschende Privalenz in der
Schweinepopulation zu haben (Reiner et al. 2011). In der Studie von Reiner et al. (2011) wurde
der ORF3-Genotyp 4 nur bei Wildschweinen und der Genotyp 7 nur in asiatischen PCV2-
Sequenzen von Hausschweinen nachgewiesen. Anhand der Daten im untersuchten Material der
vorliegenden Arbeit scheint sich die Pravalenz der ORF3-Genotyps 1 und 3 zu bestétigen. Eine
signifikante Assoziation der verschiedenen ORF3-Genotypen mit der Virusmenge oder dem
Impfstatus lie sich nicht nachweisen. Dieser Umstand konnte allerdings auch auf die relativ
geringe Anzahl an einzelnen ORF3-Genotypen in der vorliegenden Studie zuriickzufiihren sein.
Der ORF4 (nt 565-386) ist innerhalb des ORF3 lokalisiert und in die gleiche Richtung orientiert
(Olvera et al., 2007). Die Analyse der Sequenzvariationen des ORF4 ergaben die gleichen
Ergebnisse wie fiir den ORF3.
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Der ORF1 kodiert die Proteine Rep und Rep‘, welche fiir die Virusreplikation essentiell sind
(Cheung 2003b) und wichtige Funktionen bei der zellvermittelten Immunitit und in der
Entwicklung einer PCVD iibernehmen (Fort et al. 2010). In der vorliegenden Untersuchung
wurde im Rep-Gen der PCV2-Isolate eine Sequenz-Duplikation (nt 800-846 bzw. nt 803-880
im PCV2 Genom) nachgewiesen (Willems et al. 2014). Die Sequenz-Duplikation veranlasste
eine einzigartige Anderung der Aminosiurekomposition des Rep-Proteins an Position 251 ohne
dabei die Proteinldnge zu modifizieren oder die Konformation des Rep-Proteins zu verdndern.
Insgesamt vier der 62 Sequenzen wiesen diese Duplikation auf, wobei sie nur in den PCV2b-
Sequenzen, jedoch nicht in den PCV2a-Sequenzen vorkam. Mankertz et al. (2003) beschrieb
an der Aminosdureposition 256-258 eine potentielle Glykosylierungstelle, die hier jedoch durch
die nachgewiesene Substitution verloren geht. Ein Zusammenhang zur Virusmenge oder dem
Impfstatus konnte aufgrund der geringen Fallzahlen fiir die Duplikation nicht untersucht
werden. Des Weiteren scheint der Bereich der Duplikation auch nicht essentiell fiir die
Virusreplikation zu sein. Insgesamt fiihrten 25 im ORF1 identifizierte SNPs zu einer
Aminoséduresubstitution. Wovon drei Polymorphismen (p.275Y>T, p.165W>R und p.5K>R)
eine signifikante Assoziation zur Virusmenge aufwiesen. Jedoch konnte die &tiologische
Grundlage dieser Beziehung und der dominierende SNP aus diesen drei hoch korrelierten

variablen Positionen nicht detektiert werden.

Der ORF2 kodiert das Kapsidprotein, welches sich iiber hoch variable Bereiche (immunogene
Epitope) auf die Antigenitit, die Wirtsimmunitdt und den Zelltropismus auswirkt (Olvera et al.
2007). In der vorliegenden Arbeit wurden im ORF2 47 SNPs identifiziert, die zu einer
Aminosduresubstitution fithrten. Drei dieser SNPs waren in einer der von Larochelle et al.
(2002), Lekcharoensuk et al. (2004) und Mahe et al. (2000) beschriebenen immunogenen
Region lokalisiert: p.185L>M (g.1182G>T), p.76>T (g.1508A>G) und p.57V>1 (g.1566C>T).
Die Aminosdure-Eigenschaften der drei substituierten SNPs unterscheiden sich zwar nur
minimal doch sie konnten Verdnderungen der immunogenen Epitope bewirken mit
Auswirkungen auf die Effizienz der PCV2-Impfung. Eine Beobachtung, die diese Annahme
unterstiitzt, ist ihre Assoziation zur Viruslast. So waren im untersuchten Material bei SNP
p.57V>1, die PCV2-Isolate mit der Aminosaure Isoleucin an Position 57 im Kapsidprotein mit
einer hoheren Virusmenge assoziiert als PCV2-Isolate mit der Aminosdure Valin an selbiger
Position. Moglicherweise beeinflusst die in einem immunogenen Bereich (Lekcharoensuk et al.
2004) des Kapsidproteins lokalisierte Sequenzvariation durch eine Konformationsdnderung des

immunogenen Epitopes die Antigenitdt der Virusisolate. Denkbar ist, dass PCV2-Isolate mit
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einem Isoleucin an Position 57 im Kapsidprotein den Zellen des Wirtsimmunsystems eher
verborgen bleiben als Virusisolate mit einem Valin an selbiger Position. So konnten sich die
Isoleucin-haltigen PCV2-Isolate dem Wirtsimmunsystem besser entziehen und iiber eine
verldngerte Virusreplikation zu den hoheren Virusmengen fiihren. Diese Annahme wird durch
die Ergebnisse von Fenaux et al. (2004b) unterstiitzt. Fenaux et al. (2004) beschrieben
Auswirkungen auf das Replikationsvermogens von PCV2-Isolaten durch eine mogliche
Konformationsédnderung des Kapsidproteins infolge von Sequenzvariationen. Wobei die
Variation (R191S) ebenfalls in einer immunogenen Region (Lekcharoensuk et al. 2004)

lokalisiert war.

Bezogen auf SNP p.185L.>M waren PCV2-Isolate mit der Aminosdure Methionin an Position
185 mit einer niedrigeren Virusmenge assoziiert als PCV2-Isolate mit der Aminoséure Leucin.
Des Weiteren bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen SNP p.185L>M und dem
PCV2-Genotyp. Alle PCV2a-Sequenzen besa3en im untersuchten Material an Position 185 die
Aminosdure Methionin, wihrend die PCV2b-Sequenzen zu 88,5 % die Aminosiure Leucin und
zu 11,5 % die Aminosdure Methionin trugen. Bereits de Boisséson et al. (2004) und Opriessnig
(2006) beschrieben die Aminosduresubstitution von Leucin zu Methionin an Proteinposition
185 als eine hochfrequente Mutation in PCV2a-Isolaten.

Weiterhin bestand ein signifikanter Zusammenhang zum Impfstatus. Im untersuchten Material
wurde die Variabilitdt des Aminosduremusters in Abhdngigkeit vom Impfstatus beobachtet.
Wihrend Methionin noch zu 39,4 % in den PCV2-Sequenzen aus ungeimpften Betrieben
vertreten war, wiesen nur noch 7,1 % der PCV2-Sequenzen aus geimpften Betrieben ein
Methionin an dieser Position auf. Eine PCV2-Impfung scheint Virus-Isolate mit der
Aminosdure Methionin an Position 185 des Kapsidproteins besser abzudecken als Virusisolate
mit der Aminosdure Leucin an selbiger Position. Da der SNP p.185L>M in einem
immunogenen Bereich des ORF2 liegt, ist es denkbar, dass sich die Anderung der
Aminosdurefrequenz an Position 185 des Kapsidprotein iiber eine Konformationsinderung auf
die Antigenitit der PCV2-Isolate auswirkt. Womdglich werden die PCV2-Isolate mit einem
Leucin im Kapsidprotein von den Impfstoff-induzierten, neutralisierenden Antikdrpern der
aktuellen PCV2a-basierenden Impfstoffe weniger gut gebunden, wodurch sich die Virusisolate
dem Wirtsimmunsystem entziehen und iiber eine verlidngerte Virusreplikation zu den hoheren
Virusmengen sowie zu den PCVD Fillen in geimpften Bestdnden fiihren konnten. Die
Annahme potenzieller immunmodulatorischer Effekte durch Sequenzvariation innerhalb der

immunogenen Epitope des ORF2 im Zusammenhang mit der PCV2-Impfung wird durch die
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Ergebnisse von Trible et al. (2012, 2011) unterstiitzt. Trible et al. (2011) verglichen die
Antikorpererkennung immunogener Epitope des Kapsidproteins nach PCV2-Impfung,
experimenteller Infektion und klinischer Erkrankung. Wiahrend PCV2-geimpfte Tiere
bevorzugt nahezu gegen das gesamte Kapsidprotein (aa 43-233) gerichtete Antikdrper besal3en,
wiesen PCVD erkrankte Tiere gegen das Epitop C (aa 167-207), insbesondere gegen das
Segment aa 169-180, gerichtete Antikorper auf. Des Weiteren waren die gegen das Epitop C
gerichteten Antikdrper nicht am Immunschutz beteiligt. Laut Trible et al. (2011) fungiert das
Epitop C moglicherweise als Koder fiir das Immunsystem, um die Bildung von Antikorper ohne
Schutzwirkung zu induzieren. Ahnlich der bereits von HIV und PRRSV bekannten Umleitung
der humoralen Immunitdt (Trible et al. 2011). In weiterfiihrenden Untersuchungen beschrieb
Trible et al. (2012) die Bildung einer schiitzende Immunitit in Abhéngigkeit von der rdumlichen
Struktur des Kapsidproteins. Wenn es in der quartiren Form vorlag, wurde das gesamte
Kapsidprotein erkannt, gegen aa 43-233 im Epitop gerichtet Antikorper erzeugt und eine
schiitzende Immunitédt gebildet. Hingegen entstand keine schiitzende Immunitdt, wenn das
Kapsidprotein infolge der Virusreplikation in infizierten Zellen in der tertidren oder einer
niedrigeren Form vorlag. Darauthin wurden gegen aa 167-207 im Epitop gerichtete Antikdrper
ohne Schutzwirkung gebildet (Trible et al. 2012). Weitere Untersuchungen sind erforderlich,
um potentielle Auswirkungen der Substitutionen aus der vorliegenden Arbeit, insbesondere von
p.185M>L, auf die rdumliche Struktur des Kapsidproteins und das PCV2-
Replikationsvermogen zu bestdtigen. So konnte in Anlehnung an Trible et al. (2011, 2012)
Studien, mithilfe von Neutralisationstest gekldrt werden, ob die identifizierten Substitutionen
der vorliegenden Arbeit den vermuteten Immun-Escape gegen PCV2-Impfantikrper

veranlassen.

Weitere Aminosduresubstitutionen wurden innerhalb des Kapsidproteins identifiziert. Jedoch
wurden sie jeweils nur anhand von einer oder zwei der 62 PCV2-Sequenzen nachgewiesen.
Damit konnten sie keiner verniinftigen statistischen Analyse unterzogen werden. Unter ithnen
waren die Aminosdurepositionen 59, 64 und 190 des Kapsidproteins fiir die Lekcharoensuk et
al. (2004) Funktionen in der Epitop Erkennung nachwiesen und Kekarainen et al (2014) eine
Variabilitit belegte. Weitere Studien mit einer hoheren Anzahl an Sequenzen sind erforderlich,
um mogliche Auswirkungen dieser Substitutionen im Hinblick auf die Impfung, Viruslast oder
Pathogenitit detektieren zu konnen. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich die
Aminoséurepositionen 86, 131, 133 und 136 zwischen den PCV2a- und PCV2b-Sequenzen

variabel und bestdtigen die Ergebnisse von Kekarainen et al. (2014). Fiir diese
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Aminosdurepositionen beschreiben Mahe et al. (2000) und Meng (2013) eine Beteiligung an
der Epitop-Bildung des PCV2. Saha et al. (2012b) lokalisierte die Aminosduren 59, 63, 89, 130,
133, 206 und 210 auf der duBlere Oberfldche des Kapsidproteins. Liu et al. (2013) unterstrichen
die Bedeutung der Aminoséurepositionen 59 und 60. In der vorliegenden Arbeit wiesen die
Sequenzen eine Variabilitdt fiir die Aminosdurepositionen 59, 63, 89 und 133 auf. Liu et al.
(2013), Huang et al. (2011) und Saha et al. (2012a) belegten fiir die Aminosiuresubstitution an
Position 59 eine phédnotypische Schalterfunktion. Obwohl in der vorliegenden Studie die Allele
der Positionen 59 und 63 getrennt betrachtet wurden, konnten keine signifikanten
Assoziationen zur Impfung oder Viruslast dargestellt werden. Liu et al. (2013) wiesen nach,
dass die Substitution der Iminoséure Prolin zu Threonin (Hydroxylgruppe) an Position 151
keine Auswirkungen auf die Antikérper bindende Funktion hat. Das gleiche konnte fiir die
Substitutionen an den Positionen 57, 63, 121 und 210 belegt werden. In der vorliegenden Studie
waren jedoch zusétzliche Aminosduren an den Positionen 63 und 121 beteiligt. Es sind weitere

Untersuchungen erforderlich, um diesen Aspekt zu kléren.

Fazit:

Nach erfolgreicher Einfiihrung einer PCV2-Impfung 2008 sank die PCV2-Viruslast innerhalb
der betroffenen Bestinde unter die Nachweisgrenze. Seit dem dritten Quartal 2011 ist ein
zunehmender Anstieg der Viruslast zu beobachten, trotzt weiterhin durchgefiihrter PCV2-
Impfung. Sequenzvergleiche geimpfter und nicht-geimpfter Bestinde zum Zeitpunkt der
Einfiihrung der Impfung und zu Beginn des Wiederanstiegs der Viruslast ergaben eine
signifikante Verdringung des Genotypen PCV2a zugunsten von PCV2b. Obwohl die
Sequenzen eine hohen Variabilitit aufwiesen und daher keine spezifische Sequenz mit den
Beobachtungen in Verbindung gebracht werden konnte. Lief3 sich eine signifikante Assoziation
fiir einige SNPs zu PCV2-Genotyp, Virusmenge und Impfstatus darstellen. Von besonderer
Bedeutung war der im ORF2 lokalisierte SNP g.1182G>T, der eine Aminoséduresubstitution
innerhalb eines immunogenen Epitopes des Kapsidproteins zur Folge hat. Die Ergebnisse der
vorliegenden Dissertation sprechen fiir einen signifikanten Einfluss der Impfung auf PCV2-

Sequenz, PCV2-Genotyp-Verteilung und PCV2-Virusmenge.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es mittels vergleichender Sequenzanalyse, Mutationen
innerhalb der fiir Antigenitit und Virusreplikation zustindigen Gene des PCV2-Genoms mit
moglicher Assoziation zwischen PCV2-Genotyp, PCV2-Impfstatus und PCV2-Virusmenge in
62 PCV2-Sequenzen aus geimpften und nicht-geimpften Schweinebestinden aus Deutschland
zu untersuchen. Als Ausgangsmaterial dienten PCV2-positive Proben, die im Rahmen des
Schweinegesundheitsdienstes der Klinik fiir Wiederkduer und Schweine, Professur
Schweinekrankheiten, der Justus-Liebig-Universitét, im Zeitraum 2008 bis 2012 gesammelt
wurden. Anhand der beim Bestandsbesuch erstellten Anamnesebdgen wurde eine Vorauswahl
der Proben nach Herkunft aus geimpften und nicht-geimpften Bestinden vorgenommen. 83,9
% der untersuchten 62 PCV2-Sequenzen entsprachen dem Genotyp PCV2b und 14,5 % dem
Genotyp PCV2a. Die PCV2-Variante mPCV2b konnte nur ein einziges Mal unter den 62
Sequenzen nachgewiesen werden Die von den Genotypen realisierten PCV2-Erregermengen
waren mit 10> fiir PCV2a und 10> fiir PCV2b signifikant (p=0,011) verschieden. Einiges
spricht dafiir, dass die PCV2-Impfung an der Verdrangung des Genotyps 2a durch 2b zumindest
beteiligt sein konnte, da in den Proben der geimpften Besténde bis auf eine Ausnahme nur der
Genotyp PCV2b vertreten war. Durch vergleichende Sequenzanalysen konnten Mutationen
detektiert und Assoziationen zu PCV2-Virusmenge, PCV2-Genotyp und PCV2-Impfstatus
hergestellt werden. Von insgesamt 47 SNPs im ORF2 mit Aminosduresubstitution wiesen der
SNP g.1566C>T (c.169G>A; p.571>V) und der SNP g.1182G>T (¢.553C>A; p.185L>M) eine
signifikante Assoziation (p=0,005) zur PCV2-Virusmenge auf. Beide SNPs sind jeweils in
immunogenen Bereichen des Kapsidproteins lokalisiert. Des Weiteren bestand eine signifikante
Assoziation zwischen dem Aminosdureaustausch des SNP g.1182G>T und den PCV2-
Genotypen (p < 0,001) sowie zum Impfstatus der 62 PCV2-Sequenzen (p = 0,03).

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand der 62 untersuchten PCV2-Sequenzen ein
signifikanter Vorteil der PCV2b gegeniiber den PCV2a-Sequenzen nachgewiesen werden.
Obwohl die Sequenzen eine hohe Variabilitit aufwiesen und somit keine spezifische Sequenz
mit den Beobachtungen in Verbindung gebracht werden konnte. Liel sich eine signifikant
Korrelation einiger SNPs zu PCV2-Genotyp, PCV2-Impfstatus und PCV2-Virusmenge
nachweisen. Von grof3er Relevanz hierbei war der im ORF2 lokalisierte SNP an Genomposition
1182 (g.1182G>T), welcher eine Aminosduresubstitution innerhalb eines immunogenen
Epitopes des Kapsidproteins veranlasste. Es wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen

PCV2-Impfung und PCV2-Sequenz, PCV2-Genotyp und PCV2-Virusmenge aufgezeigt.
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7 Summary

The present study investigates hints of adaptation based on the analysis of sequence variation of
PCV2 amplificates from vaccinated and non-vaccinated herds. 62 complete PCV2-sequences
were obtained from the respective herds. Sequence data were substantiated by the quantification
of sample viral loads. Sequences were compared to the PCV2 reference sequences of PCV2a
(Acc. no. AF055392) and PCV2b (Acc. no. AF055394). Nine of the 62 PCV2 sequences
belonged to genotype 2a (14.5%) and 53 to genotype 2b (83.9%). One of the PCV2b sequences
was identified as mPCV2b (mutant PCV2b). Samples of the genotype 2b had significantly higher
virus loads per ng DNA than samples representing genotype 2a (p = 0,011). With one exception,
only genotype 2b was present on vaccinating herds, providing evidence for some association
between vaccination and PCV2 genotype. There is some evidence that the PCV2 vaccination on
the displacement of the genotype 2a through 2b may be at least involved because, with one

exception only the genotype PCV2b was represented in the samples of vaccinated herds.

Sequence analysis revealed correlations and associations of SNPs with PCV2 genotype,
vaccination status and virus load. From a total of 47 SNPs in ORF2 leading to an amino acid
substitution, the SNPs g.1566C> T (¢.169G>A; p.571>V) and g.1182G> T (¢.553C > A, p.185L
> M) showed significant associations with PCV2 virus load (p = 0.005). Both SNPs are located
in the immunogenic regions of the capsid protein. The substitution of Leucine by Methionine at
amino acid position 185 (p.185L > M; g.1182G>T) was significantly associated with PCV2
genotypes. All PCV2a sequences had the amino acid Methionine. Simultaneously the SNP at
nucleotide position 1182 (g.1182G > T) was significantly associated with the status of
vaccination (p = 0.03). Our data provide some evidence that PCV2 vaccination may select for

PCV2 isolates with the amino acid Leucine at position 185 of the capsid protein.

In conclusion, the comparison of 62 complete PCV2 sequences from vaccinated and non-
vaccinated herds identified a significant decrease in PCV2a genotypes in favour of PCV2b.
Sequences were highly variable and some SNPs showed a significantly association with genotype
(2a vs. 2b), vaccination status and virus load. The most important SNP was located at nucleotide
1182 of PCV2 (g.1182G > T), leading to an amino acid substitution within one of the capsid
epitopes. The results provide evidence for a selectional impact of vaccination on PCV2 sequence,

PCV2 genotype and PCV2 load.
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9 Anhang

Tabelle 32: Im ORF1 lokalisierte SNPs der 62 PCV2-Sequenzen, mit Positionsangaben im
PCV2-Genom und im ORFI1, sowie der Auflistung der substituierten Nukleotide. Bei

vorhandener Aminosduresubstitution, Angabe der ausgetauschten Aminosdure mit Position im

kodierten Protein. Nomenklatur nach den Dunnen und Antonarakis (2001).

SNPs im ORF1 (51-995nt)
PCV2 Genomposition (nt) Position im ORF1 (nt) Protein Position (aa)
g.56C>T c.6C>T
2.59C>T c.9C>T
2.62G>A c.12G>A
g2.64A>G c.14A>G p.SK>R
g.73G>A c.23G>A p.8K>R
2.89C>G c.39C>G
2.89C>A c.39C>A
2.89C>T c.39C>T
2.92T>C c.42T>C
g.110T>G c.60T>G
g 110T>A c.60T>A
2.128A>G c.78A>G
g.152T>G c.102T>G p.34D>E
g.161A>C c.l111A>C
2.167A>G c.117A>G
g.167A>T c.117A>T
g2.197T>C c.147T>C
2.199A>G c.149A>G p.S0N>S
g218T>C c.168T>C
g.224C>T c.174C>T
2.248G>A c.198G>A
2.254G>A c.204G>A
g.257T>A c.207T>A
2.272G>A c.222G>A
g2.279T>C c.229T>C
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SNPs im ORF1 (51-995nt)

PCV2 Genomposition (nt) PCV2 Genomposition (nt) | PCV2 Genomposition (nt)
2.281G>C c.231G>C p.77L>F
2.281G>T c.231G>T
2.296C>T c.246C>T
2.299C>T c.249C>T
g2.307C>T c.257C>T p.86A>V
2.308G>T c.258G>T
2.308G>C c.258G>C
g.317A>T c.267A>T
g317A>C c.267A>C
2.323G>C c.273G>C p.91Q>H
2.335A>G c.285A>G
2.338C>T c.288C>T
g2.341C>T c.291C>T
2.362G>T c.312G>T
2.365G>A c.315G>A p.-105M>1
2.365G>T c.315G>T
2.365G>C c.315G>C
2.368G>A c.318G>A
2.385C>G c.335C>G p.1125>C
2.389G>A c.339G>A
2.395A>G c.345A>G
2405C>T c.355C>T
2412C>G c.362C>G p.121T>S
2416T>C c.366T>C
2425C>T c.375C>T
2429T>C c.379T>C
2465C>T c.415C>T p.139H>Y
2.485A>G c.435A>G
2.503T>C c.453T>C
2.543T>A c.493T>A p.165W>R
g.551T>G c.501T>G
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SNPs im ORF1 (51-995nt)

PCV2 Genomposition (nt) PCV2 Genomposition (nt) | PCV2 Genomposition (nt)
g.551T>C c.501T>C
g.578T>G c.528T>G
g2.587T>C c.537T>C
2.593C>T c.543C>T
2.595A>G c.545A>G p.182K>R
g2.617C>G c.567C>G p.189D>E
g2.632C>T c.582C>T
2.642C>T c.592C>T p.198P>S
g2.650C>T c.600C>T
g.707C>T c.657C>T
g 711C>T c.661C>T
g.713G>T c.663G>T
g.713G>C €.663G>C
g2.716C>G c.666C>G
g.716C>T c.666C>T
g 717T>C c.667T>C p.223W>R
g.722T>C c.672T>C
g.728A>G c.678A>G
g2.731G>C c.681G>C
g.737G>C c.687G>C
2. 746 A>G c.696A>G
2. 746 A>T c.696 A>T
g.746A>C c.696A>C
g.752A>T c.702A>T
g2.756A>C c.706A>C p.236T>P
g. 761 A>T c.711A>T
2.796G>A c.746G>A p-249R>H
g2.872T>C c.822T>C
2.898T>A c.848T>A p.283F>Y
2910C>T c.860C>T p.287A>V
2.920A>G c.870A>G
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SNPs im ORF1 (51-995nt)

PCV2 Genomposition (nt) PCV2 Genomposition (nt) | PCV2 Genomposition (nt)
2.937G>C c.887G>C p.296G>A
2.941G>A c.891G>A
g977A>C c.927A>C
2.991A>G c.941A>G p.314Y>C

Tabelle 33: Im ORF2 lokalisierte SNPs der 62 PCV2-Sequenzen mit Positionsangaben im
PCV2-Genom und im ORF2, sowie der Auflistung der substituierten Nukleotide. Bei
vorhandener Aminosduresubstitution, Angabe der ausgetauschten Aminosdure mit Position im
kodierten Protein. Nomenklatur nach den Dunnen und Antonarakis (2001).

SNPs im ORF2 (1735-1034nt)

PCV2 Genomposition (nt) Position im ORF?2 (nt) Protein Position (aa)
2.1033T>C c.702A>G
g.1035A>T c.700T>A
2.1039G>C c.696C<G p.232N>K
2.1043A>G c.692T>C p.231L>F
2.1060A>G c.675T>C
g2.1063A>G c.672T>C
2.1069T>C c.666A>G
2.1086T>G c.649A>C p.217M>L
g.1087G>T c.648C>A p.216T>A
2.1089T>C c.646A>G
2.1092C>T c.643G>A p.215V>1
g.1105T>G c.630A>C p.210E>D
2.1108C>T c.627G>A
g.1114G>A c.621C>T
g 1117T>G c.618A>C
g 1118A>T c.617T>A
g.1132C<G c.603G>C
g.1132C>T c.603G>A
g2.1141G>A c.594C>T
2.1144G>A c.591C>T
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SNPs im ORF2 (1735-1034nt)

PCV2 Genomposition (nt)

Position im ORF2 (nt)

Protein Position (aa)

2. 1150G>A c.585C>T
g.1156T>C c.579A>G
2.1164C>T c.571G>A p.191G>R
g.1166G>C c.569C<G p-190T>A
g.1167T>C c.568A>G
2. 1168A>G c.567T>C
g.1168A>T c.567T>A
g 1171T>C c.564A>G
g.1174T>G c.561A>C
g.1174T>A c.561A>T
g.1179T>G c.556A>C
g.1182G>T c.553C>A p.185IL>M
2.1186C<G c.549G>C
g.1189C>T c.546G>A
2.1192A>G c.543T>C
2.1195T>C c.540A>G
2.1204G>A c.531C>T
g.1207T>G c.528A>C
2.1222A>G c.513T>C
g 1225A>T c.510T>A
g.1234T>A c.501A>T
2.1237G>A c.498C>T
g.1246G>C c.489C<G
g.1249G>T c.486C>A
2.1252A>G c.483T>C
g.1276G>C c.459C<G
2.1279C>T c.456G>A
2.1283G>A c.452C>T p.151T>1
2.1284T>G c.451A>C p.151T>P
g.1285T>G c.450A>C
g.1288G>T c.447C>A
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SNPs im ORF2 (1735-1034nt)

PCV2 Genomposition (nt)

Position im ORF2 (nt)

Protein Position (aa)

g.1291A>G c.444T>C
g.1297G>A c.438C>T

g.1315G>A c.420C>T

2.1327G>T c.408C>A

.1330G>T c.405C>A

g.1333T>C c.402A>G p.134T>P
2.1335T>G c.400A>C

g.1338C>A ¢397G>T p.133A>S
2. 1343G>A ¢.392C>T p.131T>1
2.1344T>G ¢391A>C p.131T>P
g.1348A>G ¢.387T>C

g.1354A>G ¢.381T>C p.127D>A
2.1355T>G ¢.380A>C

g.1368C>T ¢.367G>A p.123V>1
g.1373C<G ¢.362G>C p.121S>T
2.1378G>T c357C>A

g.1381C>A ¢.354G>T

g 1381C>T ¢.354G>A

g.1387C>T c.348G>A

g.1396C>T ¢.339G>A

g.1400G>T ¢335C>A p.112T>N
2.1402G>T c333C>A

g.1405C>T ¢.330G>A

g.1424T>C c311A>G p.104E>G
g.1429C>T c.306G>A

g.1432A>T c303T>A

g.1435C>T ¢.300G>A

g.1438T>C c297A>G

2.1462C<G c273G>C

g.1462C>T c273G>A p.91V>T

g.1464C>T c271G>A
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SNPs im ORF2 (1735-1034nt)

PCV2 Genomposition (nt)

Position im ORF2 (nt)

Protein Position (aa)

g.1467A>T c.268T>A p.90S>T
g2.1469C>A c.266G>T p.89R>L
2.1473G>A c.262C>T p.88P>S
g.1477T>G c.258A>C p.86S>T
2.1489T>C c.246A>G

2.1492G>C c.243C<G

2.1497G>C ¢.238C<G p.80L>V
2.1501G>A c.234C>T

2.1504A>G c.231T>C p.77N>D
g.1505T>G c.230A>C p.7IN>T
2.1506T>C c.229A>G

2.1508A>G c.227T>C p.761>T
2.1509T>G c.226A>C p.76I>L
2. 1513G>A c.222C>T

g.1516T>C c.219A>G

g.1521T>G c.214A>C p.72M>L
2.1528C>T c.207G>A

2.1547T>C c.188A>G p.63K>R
2.1561C>T c.174G>A

2.1566C>T c.169G>A p.57>V
g.1573T>A c.162A>T

g 1578A>T c.157T>A p.53F>1
g.1582G>T c.153C>A

2.1588G>A c.147C>T

2.1590G>A c.145C>T p.49L>F
2.1596T>C c.139A>G p.47T>A
2.1597G>A c.138C>T

g.1617T>G c.118A>C

2.1626G>C c.109C<G p.37R>G
2.1639G>A c.96C>T

g2.1647C<G c.88G>C p.30V>L
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SNPs im ORF2 (1735-1034nt)

PCV2 Genomposition (nt)

Position im ORF2 (nt)

Protein Position (aa)

g.1647C>T c.88G>A p-30V>1
g.1648G>A c.87C>T p.29L>F
2.1659G>C ¢.76C<G p.26R>G
2.1665G>C ¢.70C<G p.24R>G
2.1666G>T c.69C>A

2.1668G>A c.67C>T p.23F>L
2.1671T>G c.64A>C p.2215L

g.1672C>T c.63G>A

2.1676C<G ¢.59G>C p.20G>A
2.1704T>G c31A>C

g.1707T>C c.28A>G

g.1708C<G ¢27G>C

g 1712T>A c23A>T p.8Y>F

g.1724G>T c.11C>A p.4Q>P

Tabelle 34: Im ORF3 lokalisierte SNPs der 62 PCV2-Sequenzen mit Positionsangaben im
PCV2-Genom und im ORF3, sowie der Auflistung der substituierten Nukleotide. Bei

vorhandener Aminosduresubstitution, Angabe der ausgetauschten Aminosdure mit Position im

kodierten Protein. Nomenklatur nach (den Dunnen und Antonarakis 2001).

SNPs im ORF3 (671-357nt)

Genomposition (nt) Position im ORF3 (nt) Protein Position (aa)
2.362G>T c.310C>A p.104Q>K
g2.365G>A c.307C>T p.103H>D
2.365G>T c.307C>A p-103H>N
2.365G>C c.307C<G p.-103H>Y
g2.368G>A c.304C>T p.102F>L
2.385C<G c.287G>C p-96R>T
2.389G>A c.283C>T
2.395A>G c.277T>C
g2.405C>T c.267G>A
2.412C<G ¢.260G>C p.87S>T
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SNPs im ORF3 (671-357nt)

Genomposition (nt)

Position im ORF3 (nt)

Protein Position (aa)

g416T>C c.256A>G p.86S>G
g425C>T c.247G>A p.83G>S
2.429T>C c.243A>G

g2.465C>T c.207G>A

g2.485A>G c.187T>C p.63S>P
2.503T>C c.169A>G p.57S>G
2.543T>A c.129A>T

g.551T>G c.121A>C p.41S>R
g.551T>C c.121A>G p.41S>G
2.578T>G c.94A>C

g.587T>C c.85A>G p-29A>T
g2.593C>T c.79G>A p-27T>A
g2.595A>G c.77T>C p.26F>S
2.617C<G c.55G>C p.19V>L
g2.632C>T c.40G>A p.14V>1
2.642C>T c.30G>A

g2.650C>T c.22G>A p.-8V>1

Tabelle 35: Im PCV2-Genom der 62 generierten PCV2-Sequenzen lokalisierte Insertionen

PCV2 Genomposition (nt) | Anzahl der Sequenzen| PCV2A PCV2B PCV2C
g.3 4insC 4 1 3 0
2.996 997insAG 4 0 4 0
2.1041 1042insT 9 9 0 0

Tabelle 36: Im PCV2-Genom der 62 generierten PCV2-Sequenzen lokalisierte Deletionen.

PCV2 Genomposition (nt) | Anzahl der Sequenzen | PCV2A PCV2B PCV2C
2.999delT 2 0 2 0
2.1004delT 2 0 2 0
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Tabelle 37: Im PCV2-Genom der 62 generierten PCV2-Sequenzen lokalisierte
Insertionen/Deletionen (InDels) mit Positionsangaben im PCV2-Genom und im ORF2. Bei
vorhandener Aminoséduresubstitution, Angabe der ausgetauschten Aminosdure mit Position im

kodierten Protein. Nomenklatur nach (den Dunnen und Antonarakis 2001).

PCV2 Genomposition (nt) Position im ORF2 (nt) Protein Position (aa)
2.1228 1230delinsCCT ¢.507_505delinsGGA p.169S>R
2.1284 1285delinsGG c.451 450delinsCC
g.1327 1328delinsTT c.408 407delinsAA p.1361>Q
2.1333 1334delinsAT c.402_401delinsAT p.134T>N
p-89R>1
2.1469 1473delinsATTTT c.266 262 delins TAAAA
p.88P>K
2.1479 1480delinsTC c.256 255delinsAG
2.1488 1489delinsTG c.247 246delinsAC p.83G>R
2.1497 1498delinsCG c.238 237delinsGC
g.1531 1533delinsATT c.204_202delinsTAA p.68A>N
g.1546 _1547delinsGC c.189 188delinsCG p.63K>S
2.1558 1560delinsAGC c.177 _175delinsTCG p.59R>A
2.1559 1560delinsTT c.176_175delinsAA p.59R>K
2.1698 1699delinsTC c.37 36delinsAG p.13H>N
g.1707 _1708delinsCG c.28 27delinsGC p.10R>G
g.1735_1736delinsCG *
g.1755 1756delinsGC *

* intergenische Region
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Tabelle 38: Im Rep-Gen (ORF1) identifizierte Sequenzduplikation mit Positionsangaben im

PCV2-Genom und im ORF1, sowie der entsprechenden Position im kodierten Protein.

CGGACCCAACA

ORF1 Anzahl
PCV2 Genomposition Protein PCV2 | PCV2
Position PCV2-
(nt) Position (aa) A B
(nt) Sequenzen
2.800 846dupCAGCAAC
ATGCCCAGCAAAAAG
750-791 251-256 3 0 3
AATGGAAGAAGCGGA
CCCCTCCTCG
2.803 880dupCTTCGGC
AGCGGCAGCACCTCG
GCAGCACCTCAGCAG
753-828 252-277 1 0 1
CAACATGCCCAGCAA
AAAGAATGGAAGAAG
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