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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Haemophilus parasuis (H. parasuis) ist bekannt als Erreger der Glésser ‘schen Krankheit. Dabei
handelt es sich um eine generalisierte Erkrankung des Schweines mit Ausprigung von Poly-
serositis, Polyarthritis und Meningitis. Allerdings dominieren derzeit bei dtiologischer Beteili-
gung des Erregers insbesondere Erkrankungen des Respirationstrakts. Der Erreger ist weltweit

ubiquitér verbreitet und kann zu hohen Verlusten im Schweinebestand fiihren.

Er zdhlt im Respirationstrakt mit zu den am héufigsten nachgewiesenen Erregern. Aufgrund
der Vielzahl von Stdmmen, die sich deutlich in ihrer Virulenz und Antigenitét unterscheiden,
ergeben sich erhebliche Probleme fiir Diagnostik, Therapie und Impfprophylaxe. Die geringe
Tenazitdat von H. parasuis erschwert zusitzlich die Anziichtung des Erregers aus der Gruppe
der Pasteurellaceae. Methoden zu entwickeln, die eine Aussage zur Virulenz nachgewiesener
Isolate erlauben und zu einer verbesserten Einschiitzung ihrer Atiologie in einem bestimmten
Krankheitsgeschehen beitragen konnten sind daher von hoher wissenschaftlicher und prakti-

scher Prioritiit.

Die Hypothesen fiir die vorliegende Arbeit gehen davon aus, dass die unter Feldbedingungen
vorkommenden Stimme nicht nur in ihren Serotypen variieren, sondern auch in ihrer Ausstat-
tung an Virulenzfaktoren aus der sich Assoziationen mit den beteiligten Krankheitsbildern ab-
leiten lassen. Auerdem vermuten wir aufgrund des ubiquitidren Vorkommens von H. parasuis
einen hohen Grad an Resistenzen gegen antimikrobielle Wirkstoffe und deren Abhéngigkeit

von der Produktionsintensitdt der Herkunftsregion der Isolate.



2 LITERATURUBERSICHT

2 Literaturiibersicht

2.1 Haemophilus parasuis

Haemophilus parasuis (H. parasuis) ist ein gramnegatives Bakterium aus der Familie der Pas-
teurellaceae (RaBBbach 1992). H. parasuis wurde zuerst 1910 von Karl Glédsser aus einem
Schwein isoliert (Glisser 1910). Nach ihm ist auch die systemische Form der Erkrankung be-
nannt, die von H. parasuis ausgelost werden kann: die Glédsser’sche Krankheit. Hierbei handelt
es sich um eine serofibrindse Polyserositis, Polyarthritis und Leptomeningitis beim Schwein

(Glasser 1910).

Zuerst war der Erreger unter dem Namen Haemophilus suis bekannt. Das Prifix para wurde
spater hinzugefiigt, da der Erreger bei der mikrobiologischen Anzucht den V-Faktor (NAD)
benotigt (Biberstein 1969; Kilian 1976).

Der Erreger kommt weltweit und ubiquitédr in Schweinebestinden vor (Blanco et al. 2004). Da-
bei erreichen die Privalenzen landerspezifisch und innerhalb eines Landes nach Region bis zu
96 % (MaclInnes et al. 2008). Auch in Wildschweinen kann der Erreger isoliert werden, wobei
die Privalenz bei weitem nicht so hoch ist, wie bei konventionell gehaltenen Schweinen (Ven-

gust et al. 2006; Olvera et al. 2007a; Kolb 2009; Reiner et al. 2010).

Auch in Abhéngigkeit von der Nachweismethode konnen die Privalenzen extrem schwanken

(Kolb 2009).

In Bestinden konnen mehrere H. parasuis-Serotypen nebeneinander koexistieren (Blackall et
al. 1996; Sack 2008; Mullins et al. 2009; Cerda-Cuéllar et al. 2010). Sogar in einem Tier konn-
ten mehrere Stdmme von H. parasuis gleichzeitig nachgewiesen werden (Mullins et al. 2009;

Pina et al. 2009; Turni und Blackall 2010; Zimmerman et al. 2012).

H. parasuis wird aus Nasenabstrichen klinisch gesunder Schweine isoliert (Mullins et al. 2013)
und gilt als Kommensale der Nasenschleimhaut (Jin et al. 2006; Olvera et al. 2012). Unter be-
sonderen Umstdnden aber kann er zur Erkrankung der Tiere fiihren (Gldsser 1910; Lappe 2011).
Zurzeit sind mindestens 14 voll sequenzierte H. parasuis-Stimme bekannt (Tabelle 24) (Yue
et al. 2009; Mullins et al. 2011; Kuehn et al. 2013; Li et al. 2013a; Li et al. 2013b; Brockmeier
et al. 2014; Dai et al. 2016).

H. parasuis kann als Erreger auch am Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) beteiligt
sein (Brockmeier et al. 2002). Dabei handelt es sich um einen respiratorischen Erkrankungs-

komplex des Schweines, der durch verschiedene Faktoren ausgeldst wird. Zu den nicht-
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infektiosen Ursachen zdhlen das Zusammenstallen verschiedener Herkiinfte, kontinuierliche
Belegung, falsche Stalltemperaturen, Probleme bei der Liiftung, zu hohe Gehalte an Stallstaub,

Ammoniak und Stickstoff sowie Uberbelegung.

Die infektiosen Ursachen konnen viraler und / oder bakterieller Genese sein. Zu den viralen
Primérerregern zéhlen das Schweine-Influenza Virus (SIV) A, das Porzine Circovirus Typ 2
(PCV2) und das Porzine Reproduktive und Respiratorische Syndrom Virus (PRRSV). Zu den
bakteriellen Primirerregern zihlen Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Mycoplasma
hyopneumoniae (Mhyo) und je nach Autor H. parasuis. Streptococcus suis, Pasteurella
multocida und Bordetella bronchiseptica gehdren den Sekundérerregern an (Brockmeier et al.

2002; Lappe 2011).

Eine Erkrankung durch H. parasuis wird meist bei jungen Schweinen im Alter von sieben bis
acht Lebenswochen diagnostiziert (Oliveira et al. 2002). Wahrend Zhang et al. Geschlechtsab-
hingigkeit postulierten — minnliche Schweine sollten signifikant hdufiger infiziert sein als
weibliche —, konnten Reiner et al. dies nicht bestitigen (Zhang et al. 2014a; Reiner et al. 2010).
Wichtig fiir das Entstehen der Erkrankung ist die Immunititslage des Tieres bzw. des Bestan-
des. In naiven Betrieben kann es zu einer hohen Morbiditédt und Mortalitiit der Tiere kommen
(Zimmerman et al. 2012). Die meisten Bestinde sind jedoch endemisch infiziert, hier kommt

es in Einzelfillen zu Mortalititsraten bis 5% (Nedbalcova et al. 2006; Kolb 2009).

2.2 Pathogenese, Klinik und pathologische Verinderungen

Eine Erkrankung durch H. parasuis kann alle Altersstufen betreffen (Lahrmann und Plonait
2004). Sie findet aber ihren Fokus bei Ferkeln im Alter von zwei bis vier Wochen nach dem

Absetzen (Oliveira et al. 2003b).

Die Ansteckungsquelle fiir die Ferkel ist ihre Mutter. Die Ausscheidungsrate ist aber gering,
sodass sich nur einige Ferkel des Wurfes an der Sau direkt durch oro-nasalen Kontakt infizieren
(Nedbalcovi et al. 2006; Quinn et al. 2011). Durch Immunsuppression kann es in seltenen Fil-
len innerhalb von Stunden bei Saugferkeln zu einer eitrigen Rhinitis kommen (Vahle et al.

1997).

Stress, wie z. B. die Trennung von der Mutter beim Absetzen und Umstallen, fiihrt zur massiven
Ausscheidung des Erregers im Flatdeck. Der Schutz der maternalen Antikorper hilt ca. zwei
bis drei Wochen nach dem Absetzen an. Tiere, die sich nicht an der Sau infiziert haben, werden

danach hochempfinglich, denn sie besitzen weder eigene Antikorper, noch die der Mutter. Es
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kommt zur klinischen Manifestation der Erkrankung in diesem Zeitraum (Oliveira et al. 2002;
Oliveira und Pijoan 2004; Nedbalcova et al. 2006). Ahnliche Verldufe konnen auch zwei bis
drei Wochen nach Einstallung in die Mast beobachtet werden, da hier eine dhnliche Situation

bei der Zusammenstallung verschiedener Herkiinfte entsteht (Lahrmann und Plonait 2004).

Dennoch fiihrt nicht jede Infektion mit H. parasuis zu einer klinischen Erkrankung. Denn der
Erreger kommt wie oben beschrieben als Kommensale in der Nasenhohle vor (Quinn et al.
2011). Deshalb stellt sich immer wieder die Frage, ob, wann und warum H. parasuis zur Er-

krankung im Schweineorganismus fiihrt.

Es scheint, als seien vor allem die Fahigkeit, dem Immunsystem des Schweins zu entgehen und
die Abwehr zu stimulieren, fiir die Entstehung der Krankheit wichtig (Zhang et al. 2016). Bis
jetzt wurden vor allem Virulenzfaktoren untersucht, die es H. parasuis ermoglichen, auch au-
Berhalb der Nasenschleimhaut im Schwein zu iiberleben (Bello-Orti et al. 2015). Hierzu zédhlen
Faktoren, die die Anheftung und Invasion begiinstigen, sowie Transportersysteme (Pina et al.
2009) und Stoffe, die die Inmunabwehr modulieren (Zhou et al. 2012; Wei et al. 2014). Auch
die Fihigkeit zur Kapselbildung (Wang et al. 2013) und Zellmembranbestandteile wie LPS und
OMPs (Mullins et al. 2009) sowie Gene, die notige Néhrstoffe aus dem Blut akquirieren (Zou
et al. 2013; Bello-Orti et al. 2015), diirften fiir die Pathogenese eine entscheidende Rolle spie-
len. Dennoch ist iiber die genauen zelluldiren Mechanismen, die zur Erkrankung fithren, immer

noch sehr wenig bekannt (Bouchet et al. 2008).

Eine grofle Rolle bei der Entstehung einer Erkrankung durch H. parasuis spielt vor allem die
Stimulation von Makrophagen, die iiber die Ausscheidung von Interleukin 8 und Prisentation
von CD163 im Blut zu einer teilweise generalisierten entziindlichen Immunantwort fiihrt. Ver-
schiedene Studien belegen, dass virulentere Stimme von H. parasuis die Fihigkeit besitzen,
der Phagozytose zu entgehen. Das wiederum fiihrt zu einer anfinglich verzdgerten, aber nicht
minder heftigen Immunantwort (Costa-Hurtado et al. 2013; Zhang et al. 2016). Pathologisch-
anatomisch und histopathologisch spiegelt sich dies in fibrindsen bis eitrigen Entziindungen der

betroffenen Organe wieder (Frandoloso et al. 2011).

Zum Vollbild der Glisser’schen Krankheit kommt es meist nur, wenn die Tiere naiv sind (Ned-
balcova et al. 2006). Die Klinik richtet sich nach der Lokalisation des betroffenen Organs: Hus-
ten, abdominal betontes Atmen, geschwollene Gelenke bzw. Lahmheiten und zentralnervose
Storungen (Vahle et al. 1995). Dabei kann es zu hohem Fieber mit Temperaturen bis zu 41,5°C

kommen (Zimmerman et al. 2012; Biberstein 1969).
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Schon 1910 beschrieb Glédsser zwei Formen von Erkrankungen, die durch den Erreger ausgelost
werden konnen: die serofibrindse Polyserositis und Arthritis und eine katarrhalisch-eitrige
Bronchopneumonie (Glédsser 1910). Auch spitere Veroffentlichungen bestitigen diese Auftei-

lung (Oliveira et al. 2002).

Die typisch pathologisch-anatomischen Verdnderungen bei Erkrankung mit H. parasuis werden
meist durch Mischinfektionen verschleiert (Martin et al. 1977). Daher muss zwischen Infektio-

nen unter Versuchsbedingungen und im Feld unterschieden werden.

In der pathologisch-anatomischen Untersuchung sind bei perakutem Verlauf kaum Verinde-
rungen zu erkennen. Eventuell konnen Petechien auf verschiedenen Organen diagnostiziert
werden. Ansonsten zeigt sich der Tierkorper vollig unauffillig (Maclnnes und Desrosiers
1999). Im akuten Stadium konnen fibrindse Entziindungen der Serosen und der Leptomeninx
beobachtet werden. Auch die Gelenke konnen fibrinds bis fibrinopurulent verdndert sein
(Amano et al. 1994; Nedbalcova et al. 2006; Martin de la Fuente et al. 2009b). Im chronischen
Verlauf zeigen sich hidufig Fibrosen der Serosen und eine chronische Arthritis (Zimmerman et

al. 2012; Baumgértner und Gruber 2015).

Beschriinkt sich die Infektion nur auf die Lunge, zeigt sich eine katarrhalisch-eitrige bis fibri-

nos-eitrige Bronchopneumonie (Oliveira und Pijoan 2002).

Das histologische Bild korreliert mit dem pathologisch-anatomischen Bild und kann nur einen
Verdacht erhirten (Martin de la Fuente et al. 2009a). Es zeigen sich im akuten Stadium Fibrin,
Makrophagen, Neutrophile und Lymphozyten in den Auflagerungen der Serosen (Vahle et al.
1995). In der Lunge kann ebenfalls fibrindses Exsudat, in dem Neutrophile, Lymphozyten und
Makrophagen vorhanden sind, nachgewiesen werden (Vahle 1996).

Dieses fibrinopurulente Exsudat ist ebenfalls auf den Meningen und in den Gelenken zu finden

(Solano et al. 1997; Martin de la Fuente et al. 2009b).

Ist nur die Lunge betroffen, zeigen sich hier typische Lisionen, wie sie bei einer Pneumonie
mit bakterieller Beteiligung entstehen. Es herrschen vor allem Neutrophile und Makrophagen
im betroffenen Gewebe vor (Brockmeier et al. 2002). Elektronenmikroskopisch kdnnen die
Bakterien in den Phagosomen der Makrophagen und Neutrophilen detektiert werden (Amano

et al. 1994).
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2.3 Serotypen und Privalenzen

H. parasuis ist durch eine grofle Serotypenvielfalt gekennzeichnet (Maclnnes und Desrosiers
1999). Neben den 15 bekannten Serotypen existieren viele nicht serotypisierbare Isolate (Kiel-
stein und Rapp-Gabrielson 1992). Langezeit wurde davon ausgegangen, dass der Serotyp eine
Aussage tiber die Virulenz des Erregers zuldsst. Der Serotyp ist jedoch nicht zuverldssig mit
der Virulenz von H. parasuis assoziiert (Zimmerman et al. 2012). Vielmehr sind Unterschiede
in der Virulenz auch innerhalb der Serovare bekannt (Blackall et al. 1997). So sind weder die
Fahigkeit zu invadieren und adhirieren, noch der Resistenzstatus des Stammes mit dem Serotyp
assoziiert (Aragon et al. 2010a; Aragén et al. 2010b; Zhou et al. 2010b). Auch das Vermogen,
einen Biofilm zu bilden und so resistenter gegen die Abwehr des Schweins zu sein, korreliert
nicht mit dem Serotyp (Zhang et al. 2014c). Es gibt jedoch Gene, die sowohl mit der Virulenz
von H. parasuis als auch mit dem Serotyp assoziiert sein konnen: zu diesen zidhlen die Kapsel-
gene (Jin et al. 2006). Trotzdem konnte nie eine klare Assoziation zwischen Serotyp und Viru-

lenz des Erregers hergestellt werden (Olvera et al. 2000).

Jahrelang herrschten in Deutschland die Serotypen 4 (23,8 %) und 5 (17,2 %) vor (Kielstein
und Rapp-Gabrielson 1992). Zurzeit dominieren in Deutschland die Serotypen 4 (17,2 %), 2
und 13 (je 12,4 %) (Banholzer et al. 2014). Tabelle 1 zeigt die Priavalenzen der Serotypen aus

verschiedenen Lindern.

Tabelle 1: Priavalenzen verschiedener Serovare in den verschiedenen Lindern

Land Vorherrschender Serotyp Literaturstelle

Brasilien 4 (26 %), 5 (17,4 %) und 14 (8,7 %) Castilla et al. 2012

China 4 (24,2 %), 5 (19,2 %), 13 (12,5 %), Cai et al. 2005; Wang et
14 (7,1 %), 12 (6,8 %), nt (12,1 %) al. 2017

nt (28 %), 5 (26 %), alle anderen < 15 % Zhou et al. 2010b

Dénemark 5 (36 %), 13 (22 %), 4 (13 %), NT (15 %) Angen et al. 2004

Deutschland 4 (17,32 %), 2 und 13 (je 12,4 %), Banholzer et al. 2014

5 (10,3 %), 1 (9,9 %), 12 (6,8 %), 15 (6,6 %)

Italien nt (27,3 %), 4 (24,5 %), 13 (19,8 %), Luppi et al. 2013
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Land Vorherrschender Serotyp Literaturstelle
5(11,3 %)
Grofbritannien 1,2,5,7, 10* Martin de la Fuente et
al. 2007
Niederlande 4 (21,4 %), 13 (14,5 %), nt (13,7 %), Dijkman et al. 2012

1 (11,1 %), 2 (9,4 %)

Spanien nt (29,3 %), 5 (18,4 %), 4 (16 %), Rubies et al. 1999

29,2 %), 13 (8 %),

Ungarn, Rumi- 2 und 5* Docic und Bilkei 2004

nien und Serbien

USA und Kanada | nt (30 %), 4 (27 %), 5 (15 %), 13 (14 %), Tadjine 2004

28 %), 72 %), 12 (5 %)

nt: nicht typisierbar; *: keine prozentualen Anteile in der Veroffentlichung angegeben

In den Niederlanden ist die Diversitéit von H. parasuis-Isolaten hoch. Nicht nachgewiesen wur-
den die Serotypen 3 und 10 (Dijkman et al. 2012). In Ungarn, Ruménien und Serbien konnten
Docic und Bilkei in Freilandhaltung im Gegensatz zur Stallhaltung ebenfalls eine ,,hohe Sero-

typendiversitit* nachweisen (Docic und Bilkei 2004).

2.4 Diagnostik

Der alleinige Nachweis des Erregers reicht fiir eine Diagnose der Erkrankung durch H. parasuis
nicht aus, da das Bakterium auch im Atemtrakt gesunder Tiere nachgewiesen werden kann
(Aragén 2013). Eine Kombination aus Klinik, Pathologie und Erregernachweis ist entscheidend
(Olvera et al. 2007b). Die Isolation von H. parasuis aus den jeweils verinderten Geweben ist
beweisend (Quinn et al. 2011). Deshalb ist es wichtig, die Probe aus pathologisch verinderten

Organen zu entnehmen (Oliveira und Pijoan 2004; Olvera et al. 2006).

Fiir die Probennahme eignen sich in der akuten Erkrankungsphase Sammeltupfer oder Erguss-

fliissigkeit von betroffenen Korperhohlen (Nedbalcova et al. 2006). In der chronischen Phase
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sollten eher Synovia- oder Gelenkspunktate entnommen werden. Geht es darum, Veridnderun-
gen im ZNS nachzuweisen, eignet sich Liquor besser als das Gewebe selbst (Palzer et al.

2015b).

Ein Problem ist, dass bei Mischinfektionen, wie sie unter Praxisbedingungen iiblicherweise
vorkommen, teilweise nur die Lunge betroffen ist und keine pathologisch-anatomischen Ver-
dnderungen am Rest des Tierkorpers zu entdecken sind (Oliveira und Pijoan 2004; Luppi et al.
2013). Die Nachweisrate sinkt stark, wenn die Sektionstiere schon tot angeliefert wurden. Dann
kann es sein, dass H. parasuis nicht aus den verdnderten Organen nachgewiesen werden kann

(Oliveira und Pijoan 2004; Nedbalcova et al. 2006).

Der indirekte Nachweis von H. parasuis erfolgt iiber einen Antikorper-ELISA (Enzyme-Lin-
ked-Immuno-Sorbent-Assay) (Nedbalcovi et al. 2006; Fei 2012). Er reagiert gegen die Oligo-
peptidpermease A, die spezifisch fiir H. parasuis ist (Zheng et al. 2014; Macedo et al. 2016).
Ab fiinf Tagen p. i. kann mit positiven Ergebnissen gerechnet werden (Oliveira und Pijoan
2004). Die Antikorper gegen dieses Protein sind gute Biomarker, die anzeigen, dass eine Infek-
tion oder Impfung stattgefunden hat. Sie schiitzen allerdings nicht vor einer Erkrankung (Palzer

et al. 2015a; Macedo et al. 2016).

2.4.1 Anzucht

Die kulturelle Anzucht von H. parasuis-Isolaten erfolgt auf Blutagarplatten, die vorher mit ei-
nem Staphylococcus (St.) -aureus-Stamm als Amme beimpft wurden. H. parasuis zeigt hierbei
in Anwesenheit von St. aureus ein ausgeprigtes Ammenphinomen, da dieser den zum Wachs-
tum bendétigten V-Faktor (NAD) zur Verfiigung stellt. Des Weiteren kann Kochblutagar (sog.
Schokoladenagar) verwendet werden, bei dem das Blut vorher thermisch behandelt und so die
entsprechenden Faktoren freigesetzt wurden (RaB8bach 1992). Innerhalb von ein bis drei Tagen
wachsen kleine graue Kolonien (Kochblutagar) bzw. kleine transluzierende nicht hamolytische

Kolonien (Blutagar) (Zimmerman et al. 2012).

In der biochemischen Differenzierung zeigt sich H. parasuis Katalase- und Maltose-positiv so-

wie Urease-, Indol- und Arabinose-negativ (Rabach 1992).

Eine vorangegangene antibiotische Behandlung kann zu falsch negativen Ergebnissen fithren
(Oliveira et al. 2001). Hier bringt hidufig nur noch eine PCR den positiven Nachweis. Die kul-
turelle Anzucht von H. parasuis ist allerdings unverzichtbar, um eine anschlielende Serotypi-

sierung und einen Resistenztest durchfithren zu kénnen (Oliveira 2007). Zur Resistenztestung
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veterindrmedizinisch relevanter Erreger gibt das international anerkannte Clinical Laboratory
and Standards Institute eine Methodensammlung heraus. Allerdings gibt es fiir H. parasuis
noch keine standardisierte CLSI-Methode (Clinical and Laboratory Standards Institute 2017).
Deshalb sollen die Standardmethoden fiir A. pleuropneumoniae verwendet werden (Oliveira
2007). Hierbei gibt es zwei mogliche Verfahren: den Agar-Diffusionstest und den Bouillondi-
lutionstest (Schwarz et al. 2003).

Beim Agardiffusionstest wird eine Agarplatte komplett mit dem Erreger ausgestrichen und an-
schlieend werden mit dem Antibiotikum getrdankte kleine Platten aufgelegt und angedriickt.
Beim Bouillondilutionstest wird fiir jedes Antibiotikum eine Verdiinnungsreihe angesetzt und
mit dem zu untersuchenden Erreger beimpft (Schwarz et al. 2003). Durch die Verdiinnungs-
reihe kann nachher eine Minimale-Hemmkonzentration (MHK) angegeben werden, die die

kleinste Konzentration meint, bei der das Antibiotikum noch wirksam ist (Oliveira 2007).

H. parasuis wird nach 18 Stunden Bebriitung bei 5% CO2 und 37°C beurteilt (Olvera et al.
2010). Beide Methoden fiihren zu der Einteilung ,,sensibel, ,,intermediér* und ,,resistent* nach
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008). Da es kein einheitliches empfohlenes
Verfahren fiir die Testung der Resistenzen bei H. parasuis gibt (Priiller et al. 2017), sind beide
nebeneinander zu akzeptieren und gleich zu setzen (Dayao et al. 2014; Priiller 2016). Auch in
weiteren Publikationen, die sich mit Resistenztests von anderen gramnegativen und —positiven
Erregern auseinandersetzen, wird beschrieben, dass beide Verfahren (Agardiffusion und Bouil-
londilution) nebeneinander in gleichbewerteter Weise eingesetzt werden (Luber et al. 2003;
Mayrhofer et al. 2008). Neueste Entwicklungen zeigen Korrekturen in der Inkubationszeit so-
wie Modifikationen des Nahrmediums. Eine Standardisierung ist auf absehbare Zeit in Aussicht

(Priiller et al. 2017).

242 PCR

In den letzten Jahren hat sich die Diagnostik fiir H. parasuis deutlich entwickelt (Howell et al.
2015). Eine erste PCR wurde von Oliveira im Jahr 2001 publiziert (Oliveira et al. 2001). Diese
zeigte allerdings noch Positiv-Reaktionen mit A. indolicus, welcher apathogen fiir das Schwein
sein soll (Oliveira et al. 2001). 2007 wurde eine Multiplex-PCR fiir H. parasuis entwickelt, die
jetzt 100 % speziesspezifisch, aber etwas weniger sensitiv als die PCR von Oliveira et. al war

(Angen et al. 2007).
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Sack und Baltes entwickelten 2009 eine Multiplex-PCR, die gleichzeitig verschiedene mogli-
che Virulenzfaktoren nachweisen kann (Sack und Baltes 2009). Turni et al. entwickelten 2010
eine qPCR fiir H. parasuis anhand des infB-Gens, welches speziesspezifisch ist. Diese PCR soll

sensitiver und spezifischer sein als die vorhergenannten (Turni et al. 2010).

Vorteil der PCR ist, dass es keinen lebenden Organismus braucht, um den Erreger nachzuwei-
sen. Dies erhoht die Nachweisrate von H. parasuis massiv, macht aber die Entscheidung, ob H.

parasuis an der Entstehung der Erkrankung beteiligt ist, noch schwieriger (Kolb 2009).

2.4.3 Serotypisierung

Eine erste Serotypisierung wurde von Bakos 1955 beschrieben und teilte H. parasuis in 4 Se-
rotypen (A-D) ein (Nicolet et al. 1980). 1986 teilten Morozumi und Nicolet H. parasuis per
Prizipitationstest in 7 Serovare ein. 1992 beschrieben Rapp-Gabrielson und Kielstein ein diag-
nostisches Verfahren per Immunodiffusion, nach dem sich 15 Serotypen unterscheiden lassen.
Dabei teilten sie die verschiedenen Serovare in drei Gruppen ein. Als hochvirulent galten die
Serotypen 1, 5, 10 und 12-14. Eine Infektion mit einem dieser Serotypen fiihrte meist zum Tode.
Die als moderat virulent geltenden Serotypen 2, 4 und 15 sollen zu Polyserositis fithren und
schlechtes Allgemeinbefinden zur Folge haben. Als avirulent stuften die Forscher die Serotypen
3, 6 bis 9 und 11 ein. In welche Gruppen die vielen nicht serotypisierbaren Stamme gehoren,

lieBen die Wissenschaftler offen (Kielstein und Rapp-Gabrielson 1992).

Im Lauf der Zeit wurden die Geldiffusion und der indirekte Hamagglutinationstest (IHA) fiir
die Serotypisierung von H. parasuis entwickelt. Kreuzreaktionen im Feld sind moglich, aber
eher selten. Ein Problem bleibt immer noch die Gruppe nicht serotypisierbarer Staimme (Turni

und Blackall 2005).

Eine Serotypisierung mittels PCR basierend auf der Varianz eines Kapselgens ist seit Anfang
2016 bekannt. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass keine Anzucht mehr fiir die Serotypisierung
notig ist (Howell et al. 2015). Es gibt aber auch bei diesem Verfahren nicht typisierbare
Stamme, die sich keinem der 15 Serovare zuordnen lassen (Wang et al. 2017). Zurzeit wird
diese Methode in fithrenden Diagnostiklabors parallel zur Serotypisierung mittels IHA durch-

gefiihrt (http://www.ivd-gmbh.de/quicklinks/neuigkeiten/, Stand 18.08.2017).
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2.4.4 Sonstige Verfahren

Eine Immunhistochemie fiir den direkten Nachweis von H. parasuis ist moglich, erscheint aber
nicht praktikabel: Einerseits ist die Kreuzreaktivitit zu anderen Bakterien ein Problem und an-
dererseits stehen zu wenig monoklonale Antikorper zu Verfiigung, deren deduktive Wirkungs-

kraft in Formaldehyd und Paraffin-Geweben intakt bleibt (Olvera et al. 2007b).

Einige molekularbiologische Verfahren werden fiir epidemiologische Studien und die Erfor-
schung der Virulenz von H. parasuis genutzt. Sie finden aber eher keine Anwendung in der
Routinediagnostik. Die ,,suppression subtractive hybridisation® (Zhou et al. 2010a), bei der
zwei Stimme miteinander verglichen werden konnen, und das ,,Multilocus sequence typing*
(MLST) (Mullins 2010) dienen der Erforschung von Virulenzunterschieden. Die ,,Pulsed field
gel electrophoresis® (PFGE), die im Anschluss an eine Anzucht und einem Verdau mit Restrik-
tionsenzymen durchgefiihrt wird, ist sehr aufwendig und zeigt schlecht reproduzierbare Ergeb-

nisse (Melles et al. 2007).

Eine ,,Enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR* (ERIC PCR) kann fiir epidemiolo-
gische Studien genutzt werden und dient der Genotypisierung anhand von repetitiven DNA-

Mustern im Genom des Bakteriums (Olive und Bean 1999; Olvera et al. 2007a).

Die ,,Multiple loci VNTR analysis®“ (MLVA) ist fiir viele Mikroorganismen etabliert und kann
anhand von tandemartigen Wiederholungen einer kurzen DNA-Sequenz ebenfalls fiir epidemi-

ologische Studien, aber auch Virulenz-Beurteilungen genutzt werden (Zaif3 2010; Boerlin et al.

2013).

2.5 Differentialdiagnosen

Wichtigste Differentialdiagnose zu H. parasuis ist eine Polyarthritis oder Leptomeningitis ver-
ursacht durch Streptococcus (S.) suis. Die klinischen Symptome und das zeitliche Auftreten
stimmen in weiten Teilen iiberein und konnen im Flatdeck zu hohen Verlusten fiihren (Reams
et al. 1994; Oliveira und Pijoan 2004). Pathologisch-anatomisch und histologisch herrscht bei
einer Infektion mit S. suis die purulente Entziindung vor, es kann aber auch zu Fibrinausschwit-
zungen auf den Serosen kommen (Reams et al. 1994). Nur ein bakteriologischer oder moleku-
larbiologischer Nachweis kann den jeweils anderen Erreger ausschlieBen (Zimmerman et al.
2012). Oliveira und Pijoan beschreiben, dass der Nachweis von S. suis in Schweinen mit Poly-

serositis vorsichtig zu interpretieren ist, da dieser Erreger durch sein ubiquitdres Vorkommen
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und schnelles Wachstum H. parasuis im Sektionstier schnell iiberwuchern kann (Oliveira et al.

2002).

Auch M. hyorhinis zeigt eine dhnliche, jedoch mildere Klinik als H. parasuis und kann auf
Serosen und in Gelenken nachgewiesen werden (Decker und Barden 1971). Da beide Erreger
meist in Assoziation zueinander zu detektieren sind, spricht Haedke von einem sogenannten
Polyserositis-Komplex (Haedke 2008). Auch andere Autoren sehen in praxi eine Assoziation
des Erregers zu H. parasuis (Palzer et al. 2015¢). Weitere Autoren kommen zu dem Schluss,
dass das histologische Bild in Kombination mit Klinik und Erregernachweis erst beweisend fiir
eine Krankheitsbeteiligung von M. hyorhinis seien (Gomes et al. 2012). Grundsitzlich wird die
Funktion von M. hyorhinis als obligater Krankheitserreger diskutiert und die Positionen der

Wissenschaftler sind hierzu unterschiedlich (Brockmeier et al. 2002).

Die Odemkrankheit, bedingt durch E. coli, ruft dhnliche Symptome hervor wie H. parasuis
(Rademacher 2001). Der Zeitpunkt und die betroffenen Tiere sind aber unterschiedlich: Wih-
rend die Erkrankung durch H. parasuis bedingt durch das Sinken maternaler Antikérper zwei
bis vier Wochen nach dem Absetzen auftritt, kommt eine Erkrankung durch E. coli fiinf bis
vierzehn Tage nach dem Absetzen zum Ausbruch. Die Tiere zeigen in der Sektion bei ansonsten
meist gutem Ernidhrungszustand typische Verinderungen: Odeme, Vaskulitis und himorrhagi-
sche Enteritis. Auch durch den kulturellen Nachweis ldsst sich diese Differentialdiagnose

schnell abkldren (Zimmerman et al. 2012).

Bei systemischer Erkrankung sollten auch Salmonellen durch das pathologisch-anatomische

Bild und kulturell als Erreger diskutiert werden (Nedbalcova et al. 2006).

Beim alleinigem Auftreten von Arthritiden miissen je nach Zeitpunkt auf3er den bereits genann-
ten Erregern M. hyosynoviae oder E. rhusiopathiae beriicksichtigt werden. Sie kommen aber
eher bei idlteren Schweinen gegen Ende der Mast vor und zeigen nicht purulente, chronische
Arthritiden (Zimmerman et al. 2012). Sie lassen sich auerdem durch den Erregernachweis

bestimmen (Nedbalcova et al. 2006).

Tritt eine Pneumonie ohne Polyserositis, Arthritis oder Leptomeningitis auf, miissen weitere

Erreger des PRDC abgeklart werden.

Im pathologischen Bild kann zwischen einer Pneumonie, verursacht durch H. parasuis oder
anderen Pasteurellaceae (P. multocida, gering virulente Formen von APP) nicht unterschieden

werden. Auch das histologische Bild kann die Erreger nur bedingt abgrenzen (Brockmeier et
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al. 2002; Nedbalcova et al. 2006). Ebenso konnen Bordetellen zu einer fibrindsen Pneumonie

fiihren. Hier muss der Erregernachweis Klarheit verschaffen.

In jedem Fall muss immer das Vorliegen eines PRDC abgeklirt werden. Viren, wie PRRSV,
SIV und PCV?2 bereiten bakteriellen Sekundérerregern wie H. parasuis den Weg (Maclnnes
und Desrosiers 1999). PRRSV scheint Lisionen, verursacht von H. parasuis, zu verschlimmern
(Solano et al. 1998), aber dessen Verteilung im Korper nicht zu beeinflussen (Segalés et al.

1999). All diese Erreger konnen per PCR nachgewiesen werden.

Liegt eine PRDC vor, kann von H. parasuis als Primér- bzw. Haupterreger, aber nicht als Al-
leinverursacher der Krankheit gesprochen werden (Brockmeier et al. 2002; Zimmerman et al.

2012).

Wichtigste Differentialdiagnosen fiir Pneumonien in der Mast sind A. pleuropneumoniae und

SIV, fiir Arthritiden sind es S. suis und M. hyosynoviae (Nedbalcova et al. 2006).

Natiirlich miissen der Vollstdndigkeit halber auch die anzeigepflichtigen Tierseuchen erwihnt
werden, die zu zentralnervosen Ausfillen und Pneumonie fithren konnten. Eine amtliche Aus-
schlussuntersuchung auf Aujeszky ‘sche Krankheit, Klassische und Afrikanische Schweinepest,
die regelmifBig bei jeder Sektion durchgefiihrt werden sollte, in Verbindung mit der klinischen

Bestandsuntersuchung, kann den Verdacht entkréften (Gliasser 1910).

2.6 Bekdmpfung und Therapie

Die Bekdampfung von Infektionen mit H. parasuis gliedert sich in drei Bereiche, die im Folgen-

den vorgestellt werden.

2.6.1 Antibiotische Behandlung akut erkrankter Tiere

Weltweit werden fiir bakterielle Infektionskrankheiten in groBen Mengen Antibiotika einge-
setzt (Aarestrup et al. 2008). Die Behandlung einer akuten Erkrankung mit H. parasuis erfolgt
ebenfalls durch Antibiotika (Nedbalcova et al. 2006). Dieses Verfahren sollte aber nur so lange
praktiziert werden, bis die pradisponierenden Faktoren fiir die Erkrankung abgestellt sind und
ein Impfkonzept steht (Lappe 2011). Viehmann et al. haben die kombinierte Behandlung der
Tiere mit Enrofloxacin-Arginin und einem nicht steroidalen Antiphlogistikum (NSAID) getes-

tet. Dabei fanden sie heraus, dass die Tiere schneller genesen und bessere Tageszunahmen
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aufweisen, wenn sie zeitgleich zur Antibiose mit einem NSAID behandelt werden (Viehmann

et al. 2013).

Je nach klinischem Erscheinungsbild werden fiir die Behandlung einer Erkrankung mit H. pa-
rasuis Penicillin, Aminopencilline, Tetracyclin, Cephalosporine oder Makrolide eingesetzt
(Waldmann und Wendt 2004; Tegeler 2013; Reiner 2015). Beim Einsatz von Antibiotika ist
immer die aktuelle Resistenzlage zu beriicksichtigen (Martin de la Fuente et al. 2007; Bun-
destierdrztekammer 2015). Hierfiir werden die Bakterien Empfindlichkeitspriifungen unterzo-
gen. Dies kann semiquantitativ mittels Agardiffusionstest oder quantitativ mittels Bestimmung

der Minimalen Hemmkonzentration (MHK) erfolgen (Tegeler 2013).

Fir H. parasuis sind Resistenzen gegen fast alle Antibiotika bekannt, allerdings ist die Resis-
tenzsituation der einzelnen Isolate regional stark unterschiedlich (Nedbalcova et al. 2006).
Wihrend es in Ddnemark, Grof3britannien, Tschechien und Deutschland wenig Resistenzen ge-
geniiber den iiblicherweise angewendeten Antibiotika zu geben scheint, zeigen sich viele Iso-
late aus Spanien resistent (Aarestrup et al. 2004; Martin de la Fuente et al. 2007; Nedbalcova
und Kucerova 2013; Tegeler 2013). In Australien zeigten sich erhohte MHKs gegeniiber den
Antibiotika Trimethoprim-Sulfamethoxazol (40 %), Tetracyclin (31 %), Tilmicosin (22 %),
Tulathromycin (9 %) und Erythromycin (7 %) (Dayao et al. 2014). In den USA sind vermehrt
Resistenzen gegeniiber Apramycin, Clindamycin, Erythromycin, Penicillin, Tylosin und Tri-
methoprim-potenzierten Sulfonamiden bekannt (MacInnes und Desrosiers 1999). Neuere Da-
ten aus den USA fehlen jedoch. Fiir H. parasuis ist wenig iiber die Resistenzmechanismen ge-
geniiber den verschiedenen Antibiotika bekannt (Lancashire et al. 2005; Chen et al. 2012).
Diese konnen auf Protein- und Genebene vorliegen. In letzterem Fall kann weiterhin zwischen
Plasmid-vermittelten oder chromosomal gelegenen Resistenzgenen unterschieden werden

(Hoelzel 2006).

AuBerdem werden weitere Mechanismen vermutet und zurzeit untersucht. Ein Beispiel hierfiir
ist die Effluxpumpe AcrAB, die vor allem Makrolidantibiotika unter Energieaufwand aus dem

Bakterium herausschleusen kann (Feng et al. 2014).

Die Empfindlichkeit eines Bakteriums gegeniiber einem Antibiotikum héngt aber nicht nur von
seiner Gen- oder Proteinausstattung ab, sondern auch von der Umgebung, in der es sich befin-
det. So ist es nicht verwunderlich, dass resistent getestete Stimme in vitro, trotzdem Empfind-
lichkeit gegeniiber dem Antibiotikum in vivo zeigen und wirtsgebundene Faktoren zum Erfolg
oder Misserfolg einer antibiotischen Behandlung fithren konnen (Davis 1974; Devriese und

Dutta 1981). Auch die Fihigkeit, einen Biofilm zu bilden, kann die Antibiotikasensibilitit
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beeinflussen: Zhang et al. wiesen nach, dass die Befihigung zur Bildung eines Biofilms mit
einer gesteigerten Resistenz gegen -Lactam-Antibiotika korreliert (Zhang et al. 2014c¢). Insge-
samt kann die antibiotische Behandlung von Infektionen mit H. parasuis nur eine kurzfristige
Losung sein. Der Fokus muss auf der Minimierung krankheitsbegiinstigender Faktoren liegen.
Hierzu zidhlt neben Verbesserungen in Hygiene und Management auch ein angemessenes Impf-

regime (Bundestierdrztekammer 2015).

2.6.2 Impfung

Neben dem Abstellen der pradisponierenden Faktoren und der antibiotischen Behandlung akut
erkrankter Tiere gibt es die Moglichkeit einer Impfung des Bestandes. Sie kann auf langfristige

Sicht den Immunstatus der Herde stabilisieren und die Ferkel schiitzen.

Zurzeit sind in Deutschland zwei kommerzielle Impfstoffe gegen H. parasuis zugelassen (Paul-

Ehrlich-Institut):

Suvaxyn® M. hyo — Parasuis der Firma Zoetis Deutschland GmbH ist ein bivalenter Totimpf-
stoff, der zusétzlich zu den H. parasuis Serotypen 4 und 5 den Erreger M. hyopneumoniae ent-
hilt. Er darf nur an nicht tragende oder laktierende Tiere ab einem Alter von sieben Lebenstagen
verimpft werden. Eine zweite Impfung erfolgt zwei bis drei Wochen spéter (Zoetis Deutschland

GmbH 2015).

Porcilis® Glisser ist ein monovalentes Totvakzin der Intervet Deutschland GmbH und enthilt
0,05 mg H. parasuis, Serotyp 5. Nach Zulassung darf der Impfstoff zweimalig ab der 3. Le-
benswoche und zur passiven Immunisierung der Ferkel verimpft werden (Intervet Deutschland

GmbH 2009).

Nach §11 Tiergesundheitsgesetz ist es moglich, einen bestandsspezifischen Impfstoff gegen
H. parasuis herzustellen (Bundesministerium der Justiz und fiir Verbraucherschutz 2016).
Hierfiir erfolgt eine diagnostische Totung erkrankter, nicht behandelter Tiere, die typisch fiir
das Bestandsproblem sind. Nach Isolation aus dem betroffenen Gewebe werden die Stimme
von einer zur Herstellung bestandsspezifischer Impfstoffe zugelassenen Firma in einem Impf-
stoff zusammengefasst. Es darf aber nur dann ein Impfstoff hergestellt werden, wenn Serotypen
nachgewiesen wurden, die nicht im kommerziellen Impfstoff enthalten sind, oder wenn der
Impfstoff im betroffenen Betrieb nachweislich nicht wirkt (Zentralstelle der Linder fiir Ge-

sundheitsschutz bei Arzneimitteln und Medizinprodukten 2015). Der bestandsspezifische
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Impfstoff darf nur auf dem Bestand, fiir den er hergestellt worden ist, eingesetzt werden (Bun-

desministerium der Justiz und fiir Verbraucherschutz 2016).

Bei der Impfung gegen H. parasuis kommt den maternalen Antikorpern eine besondere Rolle
zu. Sie sind wichtig, damit sich die Ferkel unter deren Schutz infizieren und eine eigene, be-
lastbare Immunitét ausbilden konnen (Blanco et al. 2004; Cerda-Cuéllar et al. 2010; Olvera et
al. 2011; Lappe 2011). Zur Interferenz maternaler mit Ferkel-Antikorpern gibt es verschiedene
Aussagen in der Literatur. Einige Autoren sehen ganz klar eine Interaktion zwischen den Anti-
korpern (Pomorska-Mdl et al. 2011; Siegrist 2003). Andere Autoren beschrianken sich auf die
Aussage, dass die Impfung der Ferkel und maternale Antikorper ab der ersten Lebenswoche
keinen spiirbaren Einfluss aufeinander haben. Ferkel von geimpften Sauen, die in der ersten
und dritten Lebenswoche geimpft wurden, zeigten sogar weniger pathologische Veridnderungen
im Tierkorper (Oliveira und Pijoan 2004). In einem Punkt sind sich aber die meisten Autoren
einig: Der Zeitpunkt der Infektion und damit auch der Impfung ist entscheidend fiir den Schutz
der Ferkel (Oliveira und Pijoan 2004; Pomorska-Mol et al. 2011; Oliveira 2015; Cerda-Cuéllar
et al. 2010; Siegrist 2003).

Um eine belastbare Immunitét der Ferkel zu erreichen, muss die Immunisierung knapp zwei
Wochen vor dem typischen Ausbruchszeitpunkt im Bestand abgeschlossen sein (Reiner 2015).

Dies hat mehrere Impfkonzepte zur Folge:

Treten Probleme ein bis drei Wochen nach dem Absetzen auf, sollten die Sauen vier und zwei
Wochen vor der Geburt geimpft werden. Treten die Probleme spiter auf, konnen die Ferkel

selbst in der zweiten und vierten Lebenswoche geimpft werden (Oliveira 2015).

Auch die Jungsauen miissen bei der Eingliederung in den Bestand der Immunitétslage ange-
passt und ggf. zweimalig geimpft werden (Lappe 2011). Oliveira und Pijoan empfehlen auf-
grund der Interferenz von maternalen Antikorpern mit denen der Ferkel, beide zu impfen (Oli-

veira und Pijoan 2002).

Verschiedene Impfstudien haben belegt, dass es teilweise Kreuzreaktionen zwischen den Sero-
varen gibt. So konnte ein Impfstoff gegen Serotyp 4 und 5 auch gegen die Serotypen 13 und 14
schiitzen (Oliveira und Pijoan 2004), ein anderer, der nur Serotyp 5 enthielt, schiitzte zusatzlich

gegen die Serotypen 1 und 12 — 14 (Bak und Rijsing 2002).
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2.6.3 Beseitigen priadisponierender Faktoren

Da die Erkrankung an H. parasuis durch Umweltfaktoren begiinstigt wird, sollten bei der Be-
kdmpfung auch diese mit einbezogen werden (Glésser 1910; MacInnes und Desrosiers 1999).
Die alleinige antibiotische Behandlung der Tiere reicht allein schon aus Griinden der guten

veterindrmedizinischen Praxis nicht aus (Bundestierdrztekammer 2015).

Zu den begiinstigenden nicht infektiosen Ursachen zihlen wie oben erwihnt Uberbelegung, zu
geringe Liiftungsrate, falsch eingestellte Stalltemperaturen, Stress, hohe Ammoniak- und
Staublevel und eine kontinuierliche Belegung (Brockmeier et al. 2002; Zimmerman et al. 2012;
Brockmeier et al. 2013). H. parasuis zeigt aulerhalb des Wirts eine geringe Tenazitét. So kann
der Erreger in physiologischer Kochsalzlosung und phosphatgepufferter Salzlosung bei 42°C
eine Stunde und bei Raumtemperatur hochstens 8 Stunden nachgewiesen werden (Morozumi
und Hiramune 1982). Wird nach guter Praxis gereinigt und desinfiziert, sollte der Erreger in

der Umgebung nicht mehr nachweisbar sein (Ferri et al. 2010).

Neben der Optimierung der Haltungsbedingungen sind auch immunschwichende Faktoren wie
Co-Erreger zu beriicksichtigen und nach Moglichkeit zu bekdmpfen. Die Sauenherde sollte ei-
nen stabilen Gesundheitsstatus aufweisen, damit die Ferkel gentigend maternale Antikorper er-

halten und damit optimal geschiitzt bleiben (Brockmeier et al. 2002).

2.7 Virulenzfaktoren

In der Vergangenheit wurde zur Aussage der Virulenz vor allem die Einteilung in Serotypen
verwendet, die durch Kielstein und Rapp-Gabrielson verodffentlicht wurde. Sie definierten die
Serotypen 1, 5, 10, und 12-14 als hochvirulent, wihrend die Serotypen 2, 4 und 15 als miBig
virulent galten. Die Serotypen 3, 6, 7, 9 und 11 wurden von Kielstein und Rapp-Gabrielson als
gering virulent eingestuft (Kielstein und Rapp-Gabrielson 1992). Es blieb die Frage offen, wie
mit den vielen nicht serotypisierbaren Stimmen zu verfahren ist. Neuere Untersuchungen zeig-
ten, dass die Serotypen nicht durch Lipopolysaccharide, sondern durch einfache Polysaccharide
definiert werden (Howell et al. 2013). Desweitern gibt es nicht nur Unterschiede zwischen vi-
rulenten und nicht virulenten Stammen. Auch innerhalb der Gruppe der virulenten H. parasuis-
Stamme gibt es Abstufungen (Blackall und Turni 2013). Das Serovar allein kann also keine

Aussage zur Virulenz beitragen (Aragoén et al. 2010b).

Unter anderem wird auch die Empfindlichkeit des Schweines selbst dariiber entscheiden, ob

sich eine Infektion klinisch manifestiert oder das Tier phidnotypisch ohne Befund bleibt
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(Wilkinson et al. 2010). Dariiber hinaus wird vermutet, dass die Virulenz von vielen Faktoren
abhéngt (Assavacheep et al. 2012; Bello-Orti et al. 2014). Die unterschiedlichsten Virulenzfak-
toren konnen in allen Phasen im Laufe einer Infektion in das Geschehen eingreifen. Es konnen
Bestandteile der Zellmorphologie, Toxine, Transporter, oder auch Prophagen sein. Sie werden

in den nichsten Unterkapiteln vorgestellt.

2.7.1 Kapselbildung

Verschiedene Stimme von H. parasuis haben die Fahigkeit, eine Kapsel auszubilden (Zim-
merman et al. 2012). Sie soll signifikant mit der Virulenz von H. parasuis assoziiert sein (Wang
et al. 2013; Howell 2014). Stimme ohne Kapsel sind extrem sensibel gegeniiber Schweinese-
rum, wihrend kapselbildende Stimme generalisiert im Schwein nachweisbar sind (Wang et al.
2013). Gegen eine Opsonisierung durch Lungenmakrophagen und dadurch auch gegen Pha-
gozytose scheint die Kapsel zu schiitzen. In vitro 1dsst sich die Kapselbildung nicht nachweisen.
Dies kann als Hinweis darauf gesehen werden, dass es Faktoren in vivo braucht, die das Aus-
bilden der Kapsel auslosen (Olvera et al. 2009). Wahrscheinlich wird dieser Prozess unter an-
derem durch die Anwesenheit von Lungenmakrophagen induziert. Durch das Ausbleiben der
Phagozytose wird auch die Ausschiittung von Komplementfaktoren verhindert (Costa-Hurtado
und Aragén 2013; Zhang et al. 2014c¢). Mutanten, die das Kapselgen capD nicht tragen, sollen
avirulent sein, bzw. sind empfindlich gegeniiber der Opsonisierung durch das Komplementsys-

tem und Zellen des angeborenen Immunsystems (Costa-Hurtado und Aragén 2013).

2.7.2 Virulenz-assoziierte trimerische Autotransporter (VTAA)

Adhisine, Himagglutinine und Invasine gehoren zur Familie der Autotransporter gramnegati-
ver Bakterien. Die Adhisine entstammen der Autotransporterfamilie 2, die zur Bindung an die
extrazellulidre Matrix eukaryotischer Zellen befihigt ist. Da manche der Autotransporter nur bei
pathogenen Stammen verschiedener Arten vorkommen, nennt man sie Virulenz-assoziierte Au-

totransporter (Pina et al. 2009).

Trimerische Autotransporter (TA) werden intrazelluldr in der Bakterienzelle gebildet und be-
stehen aus drei Bereichen: Der Ausschleusungsmechanismus ist ein Membrananker, der allen
TA gemeinsam ist. Er vermittelt den selbststdndigen (Auto-) Transport der zwei anderen Be-

reiche aus der Zelle. Der Passengerbereich besteht unter anderem aus Kollagenfasern und



LITERATURUBERSICHT 19

kurzen Wiederholungssequenzen bestimmter Aminoséduren, den der dritte Bereich, das N-ter-

minale Ende abschlief3t. Letzteres vermittelt die Adhision an der Wirtszelle (Linke et al. 2006).

Virulenz-assoziierte trimerische Autotransporter (VTAA) wurden in der Vergangenheit schon
fir H. influenzae, Moraxella catarrhalis, H. ducreyi, Neisseria meningitidis und Yersinien
nachgewiesen und scheinen auch bei H. parasuis eine Rolle in der Pathogenese zu spielen (Pina
et al. 2009). YadA ist der Prototyp hierfiir und wurde bei Yersinia enterocolitica nachgewiesen.
Er vermittelt die Adhésion zwischen dem Erreger und Wirtszelle und spielt dadurch eine wich-
tige Rolle fiir die Virulenz des Bakteriums (Cotter et al. 2005). Bei H. influenzae ist diese Zell-
Zell-Interaktion mit dem respiratorischen Epithel des Menschen nachgewiesen (Meng et al.

2008).

Durch ihre lange Stielstruktur sind virulenzassoziierte Autotransporter teilweise sehr immuno-
gen, weshalb man versucht, sie in der Impfstoffherstellung zu nutzen. Da es aber eine Vielzahl
von virulenzasssoziierten Autotransportern zu geben scheint, ist es schwierig, den einen Impf-
stoffkandidaten zu benennen (Olvera et al. 2011). Zwar soll es Kreuzreaktionen zwischen den
verschiedenen VTAA geben, sie reichen aber nicht fiir eine belastbare Immunitét der Tiere aus
(Olvera et al. 2013). Neueste Untersuchungen lassen vermuten, dass diese gemeinsame Grund-
struktur nahe dem C-terminalen Ende der Autotransporter liegt (Correa-Fiz et al. 2017). Ein
weiteres Problem ist, dass VTAA nicht permanent in der Zellmembran der Bakterien préasentiert
werden, sondern erst ausgebildet werden miissen. Daher gelten sie als ,,spites Antigen*, worauf
der Wirt mit einer verzdgerten Bildung von Immunglobulin G reagiert (Olvera et al. 2010). Im
Gegensatz dazu stehen die duleren Membranproteine (Outer Membrane Proteins, OMP, Kapi-

tel 2.7.4), die als fester Bestandteil der Zellmembran immer priasentiert werden.

Fir H. parasuis sind bis zu 13 verschiedene VTAA bekannt, die in drei Gruppen eingeteilt
werden konnen. In einigen Staimmen von H. parasuis wurden bis zu zehn Genkopien fiir diese
verschiedenen VTAA nachgewiesen. Dies legt die Vermutung nahe, dass die verschiedentliche
Nutzung des vorhandenen Genrepertoires einen Mechanismus zur Immunevasion des Erregers
darstellt (Pina et al. 2009). Die VTAA der Gruppen 1 und 2 wurden dabei in klinisch relevanten
Fillen nachgewiesen, die VTAA der Gruppe 3 schienen in allen H. parasuis-Staimmen zu exis-

tieren und konnen damit einer Speziesdiagnose per PCR dienen (Olvera et al. 2012).
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2.7.3 Extrazellulire Serinproteasen

Eine Sonderform der VTAA sind die extrazellulidren Serinproteasen (ESP). Bei Serinproteasen
handelt es sich um Enzyme, die in ihrem aktiven Zentrum die Aminosédure Serin besitzen und
verschiedene Proteine und Peptide katalytisch spalten konnen (Fallert-Miiller 1999). Hierzu

zidhlen auch die Verdauungsenzyme Trypsin, Chymotrypsin und Elastase.

Extrazelluldre Serinproteasen sind bereits bei einigen gramnegativen Erregern nachgewiesen
worden, z.B. EHEC (Lichtenwald et al. 2013). Sie wirken proteolytisch gegeniiber Proteinen,
die in der Blutgerinnung und Immunabwehr eine Rolle spielen. Zur Familie der Serinproteasen
gehort auch die IgA1-Protease, welche zuerst bei Neisseria sp. und Streptokokken nachgewie-
sen worden ist. Sie spaltet humanes IgA1, welches vor allem in der Nasenhohle vorkommt. IgA
inhibiert die mikrobielle Adhésion und Invasion und neutralisiert bakterielle Toxine. Die IgA-
Protease spaltet die Untereinheiten von IgA und verhindert so die Agglutination mit den Bak-
terien (Costa-Hurtado und Aragdén 2013). Auch H. influenzae besitzt die Genausstattung fiir
eine IgA1-Protease und kann so in der Nasenhohle kolonisieren. Dabei ist die IgA1-Protease
nur bei virulenten Stimmen dieser Gattung zu finden. Die Protease entgeht der Spaltung durch
das Immunsystem durch Abspaltung der Passenger-Doméne von der beta-barrel-Domiine, die

in die bakterielle Membran eingebettet ist (Spahich 2011).

Bei H. parasuis konnte man bereits eine IgA-Protease-Aktivitit feststellen, aber das IgA-Pro-
teasegen, welches man bei H. influenzae gefunden hatte, ist bei H. parasuis nicht nachgewiesen
(Mullins 2010). Deshalb wird in letzter Zeit ein besonderer Fokus auf die Entdeckung einer
extrazelluldren Serin-dhnlichen Protease gelegt, die bis dahin nur bei H. influenzae nachgewie-

sen werden konnte (Pina-Pedrero et al. 2012).

Die extrazelluldren Serin-dhnlichen Proteasen gehoren zur Familie der Autotransporter. Prinzi-
piell werden solche Proteine immer als Vorldufer im Bakterium gebildet und haben dann drei
Abschnitte: 1. ein N-terminales Signalpeptid, 2. die Passengerdomine und 3. die C-terminale
Translokatordoméne. Letztere bleibt in der Zellwand der gramnegativen Bakterien verankert
und schleust das fertige Protein durch eine Pore nach auflen (Zhang et al. 2012c). Wei et al.
konnten 2014 zum ersten Mal eine extrazellulédre Serin-dhnliche Protease fiir H. parasuis nach-
weisen. Die ESP konnen auf Plasmiden oder aber im Chromosom der Bakterien codiert sein
(Bonn 2010; Hiery 2013). Fiir dieses Enzym codieren zwei Genabschnitte (Wei et al. 2014).
Fiir beide Proteine wird aber eine hohe Ahnlichkeit in der Aminosduresequenz berichtet, was
die Vermutung nahelegt, dass es sich bei den zwei Genkopien urspriinglich um ein Duplikat

handelte (Xu et al. 2011). Da es sich bei dem Protein um Zellmembranbestandteile handelt,
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wurde untersucht, ob sich die extrazelluldare Serin-dhnliche Protease auch als Vakzinekandidat
eignet. Das 85 kDa gro3e immunogene Protein muss aber noch weiter untersucht werden

(Zhang et al. 2012c).

2.7.4 AuBere Membranproteine (Outer Membrane Proteins)

Ca. 50% der bakteriellen Zellwandmasse bestehen aus Proteinen. Diese du3eren Membranpro-
teine (OMP) sitzen verankert mit dem C-terminalen Ende in der Zellwand gramnegativer Bak-
terien und erfiillen viele Aufgaben (Koebnik et al. 2000). Die OMPs werden im Zytosol der
Bakterien gebildet und durch BAM-Komplexe in der Zellmembran der Bakterien sekretiert
(Rossiter et al. 2011; Kim et al. 2012). Sie sind sehr immunogen und Impfungen gegen H.
parasuis beruhen auf einer Antikorperproduktion gegen diese Proteine (Oliveira und Pijoan

2004).

Das am héufigsten vertretene OMP bei H. parasuis ist OMP P2 (Zhou et al. 2009). Es gehort,
wie auch das OMP PS5 zur Familie der Porine und wurde 2009 zum ersten Mal fiir H. parasuis
nachgewiesen (Mullins et al. 2009). OMP PS5 ist bei anderen Bakterienspezies unter dem Namen
OMP Pa bekannt (Costa-Hurtado et al. 2013). Beide Proteine scheinen eine Serumresistenz zu
vermitteln und zeigen in Deletionsexperimenten vermindertes Wachstum. Wihrend sich
AompP2-Mutanten empfindlicher gegeniiber Opsonisierung und einer Komplementbindungs-
reaktion zeigten, konnten AompP5-Mutanten diesen Mechanismen entgehen (Zhang et al.
2012a). Dieser Unterschied liegt wahrscheinlich in einer geidnderten Genexpression der
AompP5-Mutante, welche die sonst drohenden Verluste ausgleicht (Zhang et al. 2012c). Beide
Proteine zeigen sich in ihrer Ausbildung sehr variabel innerhalb der Spezies H. parasuis. Eine
kiirzere Variante des OMP P2 fiihrt zu signifikant hoherer Serumresistenz (Zhang et al. 2012a).
Wihrend Mullins (2009) noch keine Assoziationen zur Virulenz von H. parasuis sah, postulie-
ren spatere Studien signifikante Zusammenhénge zwischen den Genen fiir OMP P2 und P5 und

einem klinischen Geschehen im Schwein (Zhang et al. 2014a).

2.7.5 Fimbrien

Die Annéherung und Adhésion an die Wirtszelle sind eine Grundvoraussetzung fiir die Infek-

tiositit vieler bakterieller Erreger (Reid und Busscher 1992). Sie kann durch Adhisine, aber
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auch durch Fimbrien vermittelt werden. Fiir H. parasuis wurden Fimbrien erstmalig von Miinch

et al. per Elektronenmikroskopie nachgewiesen (1992).

Mittlerweile sind mehrere Gene bekannt, die fiir Fimbrien codieren konnen. Forschungen am
Stamm SHO165 (sog. Nagasaki-Stamm, Serotyp 5) entschliisselten vier Gene, die fiir vier Typ-
IV-Fimbrien (Pili) codieren: pilA bis pilD. Ein weiteres Fimbriengen pilF wurde spéter im
Stamm ZJ0906 entdeckt (Xu et al. 2011). Urspriinglich wurde es fiir Pseudomonas aeruginosa
nachgewiesen, bei denen der Verlust des Gens zu Unbeweglichkeit und Verlust der Fahigkeit
zur Pilibildung auf der Zelloberfldche fiihrt (Koo et al. 2008). Diese Fimbrie soll auch bei H.
parasuis nicht nur zur Anheftung an die Wirtszelle, sondern auch der Beweglichkeit dienen (Li

et al. 2013b).

2.7.6 Cytolethal Distending Toxine

Das Cytolethal Distending Toxin (CDT) gehort zur Familie der AB2-Typ-Toxine und ist funk-
tional eine DNAse (Zhou et al. 2012). Die Wirkung des Toxins besteht darin, die Zelle in der
G2- Phase (himatopoetische Zellen) bzw. M-Phase (Endothelien, Epithelien und Fibroblasten)
zu binden. Das Zytoplasma und der Kern dehnen sich durch das Verbleiben in der M-Phase
unauthorlich aus. Die Zelle sieht deshalb aufgeblidht (engl. distend) aus, bevor sie durch
Apoptose zugrunde geht (Jinadasa et al. 2011). Dieser Vorgang scheint p53-signalabhingig zu
sein (Li et al. 2017).

Das Toxin besteht aus drei Untereinheiten. Dabei bilden die Gene cdtA und cdtC die Bindungs-
und Einschleuseeinheit, cdtB codiert fiir die aktive bzw. toxische Einheit, die DNAse (Lara-
Tejero und Galan 2001). Sobald die CDT-B-Untereinheit in die Wirtszelle eingeschleust ist,
wird die DNAse aktiv und fiihrt {iber intrazelluldre Signalwege zum Ausstof} von Zytokinen.
Dieser Schritt wird wahrscheinlich durch Permeabilititsidnderungen im Gewebe ausgelost

(Zhang et al. 2012a und 2014a).

Bisher konnte dieses Toxin fiir einige Bakterienarten, z. B. E. coli oder auch Salmonella sp.
nachgewiesen werden (Jinadasa et al. 2011). Zhou et al. haben zwei Formen des Toxins bereits
fiir H. parasuis nachgewiesen und festgestellt, dass die genetische Grundlage in allen von ihnen
untersuchten Staimmen vorliegt. Ein Grund fiir mehrere Kopien der Gene, die fiir das CDT co-
dieren, konnte die Notwendigkeit einer erweiterten Genausstattung durch Evolution der Sduge-

tierzellen sein (Zhou et al. 2012).
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Die Unterschiede in der Genausstattung und der tatsidchlichen Aktivitit des Giftes konnen durch
Punktmutationen in den Untereinheiten des Toxins, bzw. im Operon entstehen (Jinadasa et al.
2011). Verschiedene Untersuchungen zeigten zusétzlich, dass H. parasuis-Stamme, die keine
CDT-Aktivitét besitzen, empfindlich gegeniiber Opsonisierung durch den Wirt sind (Costa-
Hurtado und Aragén 2013). AuBlerdem zeigten die Stimme reduzierte Wachstumsraten und
eine verschlechterte Anheftung an die Wirtszelle (Zhang et al. 2012b). Durch die toxische Wir-
kung, bzw. die Zerstorung der Zelle, kommt es zur Ausschiittung von Cytokinen und Interfero-
nen. Deshalb ist das Cytolethal Distending Toxin auch direkt an der Adhésion an und Invasion
in die Wirtszelle beteiligt (Zhang et al. 2012b). Eine geringere Bedeutung scheint das Cytolethal
Distending Toxin fiir das Uberleben von H. parasuis in der Lunge zu haben. Aus Transkripto-
muntersuchungen ist bekannt, dass die Gene, die fiir das Toxin codieren, in der Lunge herunter

reguliert werden (Bello-Orti et al. 2015).

2.7.7 Bakteriophagen

Die Virulenz von Bakterien kann auch mit dem Befall durch einen Bakteriophagen positiv as-
soziiert sein (Weinbauer und Rassoulzadegan 2004). Der Einbau des Genoms eines Bakterio-
phagen in die Wirtszelle kann dabei nicht nur Gene ausschalten, sondern auch den lateralen
Gentransfer zwischen zwei Bakterien vermitteln. Mu-dhnliche Prophagen aus der Familie My-
oviridae sind fiir H. influenzae und Neisseria sp. bekannt (Morgan et al. 2002). Fiir H. parasuis
wurde der Befall mit dem Mu-dhnlichen Bakteriophagen SuMu und seine mogliche Rolle bei
der Assoziation zur Virulenz diskutiert (Zehr und Tabatabai 2011). Charakteristikum der Vi-
rusfamilie ist die doppelstringige DNA und ein zusammenziehbarer Schwanz. Eines der
Schwanzproteine, GP36, konnte mit der Virulenz von H. parasuis assoziiert sein. Man vermu-
tet, dass durch den Befall die Heterogenitit in der Virulenz bei H. parasuis begriindet sein

konnte (Zehr et al. 2012).

2.7.8 Weitere Virulenzfaktoren

Neben den oben genannten werden noch weitere Eigenschaften von H. parasuis als Virulenz-

faktoren diskutiert.

Zur Anheftung und Invasion sind unter anderem auch die Lipopoly- und Lipooligosaccharide

(LPS und LOS) von Bakterien befihigt. Zwei Gene, die bei der LOS-Synthese beteiligt sind,
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wurden beschrieben. /gtB und lex-1 codieren fiir das Enzym Glykosyltransferase und vermitteln
durch die Bildung von Lipooligosacchariden Serumresistenz, Adhésion und Invasion an und in
Wirtszellen (Zhou et al. 2016). Weitere bekannte Enzyme sind die Heptosyltransferasen, die

von LPS Heptosen abspalten und so die dulere Zellmembran modifizieren (Zhang et al. 2014a).

Die Fihigkeit zur Bildung eines Biofilms scheint ebenfalls mit der Virulenz von H. parasuis
assoziiert zu sein, wird aber kontrovers diskutiert. Avirulente Stimme von H. parasuis scheinen
demnach signifikant hdufiger einen Biofilm zu bilden als virulente Stimme (Bello-Orti et al.
2014). Tatsédchlich beeinflusst die Biofilmbildung die Antibiotikasensibilitit: Zhang et al. wie-
sen nach, dass die Befidhigung zur Bildung eines Biofilms mit einer gesteigerten Resistenz ge-
gen B-Lactam-Antibiotika korreliert (2014c). Auch kann der Verbund einzelner Bakterien im
Biofilm gegen die Abwehr des Schweins schiitzen und so das Uberleben im Wirt sichern. Diese
Eigenschaft korreliert allerdings nicht mit dem Serotyp, eine weitere Untermauerung der These,
dass dieser nicht zur Aussage iiber die Virulenz von H. parasuis herangezogen werden kann

(Zhang et al. 2014c).

Das Vermégen, den Biofilm durch LOS und Polysaccharide zu bilden, soll stark mit zwei En-
zymen assoziiert sein, die in der Nihe des Kapselgens capD liegen. Die UDP-Glucose-Pyro-
phosphorylase synthetisiert aus UTP und Glucose-1-Phosphat UDP-Glucose und die UDP-Glu-
cose-4-Epimerase wandelt das Produkt in einem weiteren Schritt zu UDP-Galactose um (Zou
et al. 2013). Diese Glyco-Konjugate sollen eine entscheidende Rolle fiir die Biofilmbildung
und somit die Interaktion zwischen Erreger und Wirt spielen (Zhou et al. 2010a). Daneben wur-

den weitere Gene, die in der LOS-Synthese wirken, beschrieben (Zhang et al. 2014b).

Zwei weitere mogliche Virulenzfaktoren sind die Virulenz-assoziierten trimerischen Autotrans-
porter 8 und 9. Sie binden an Rezeptoren des angeborenen Immunsystems und verhindern teil-
weise die Ausschiittung von Zytokinen und Interleukinen, was wie bei anderen VTAA zu einer

verspateten Immunreaktion fiihrt (Costa-Hurtado 2012).

Neben der Adhdsion an Wirtszellen und der Immunevasion, spielt auch die Akquirierung von
Nihrstoffen aus diesen eine entscheidende Rolle fiir das Uberleben des bakteriellen Erregers
im Wirt. Hamolysine sind Proteine, die Erythrozyten auflosen und somit zu einer klinischen
Verschlimmerung einer Infektion fiihren. Sie sind bei einigen Bakterienarten als Virulenzfaktor
nachgewiesen. Die bekanntesten Vertreter sind Streptokokken und Staphylokokken (Nizet
2002; Vandenesch et al. 2012). Bei H. parasuis konnte bereits ein fiir Himolysin codierendes
Gen in Isolaten aus Deutschland nachgewiesen werden. Allerdings hatte dieses Gen keinen

nachweisbaren Einfluss auf die Pathogenitit, da auch Isolate, die dieses Gen nicht aufwiesen,



LITERATURUBERSICHT 25

in klinischen Fillen mit H. parasuis vorkamen (Sack und Baltes 2009). Assavacheep zeigte,
dass zwar keines seiner H. parasuis-Isolate aus der Nase von Schweinen das fiir Himolysin
codierende hhdbA-Gen trug. Wohl aber zeigten auch hier als avirulent geltende Stamme die

Genausstattung fiir das Enzym (2012).

In Transkriptom- und Microarraystudien wurde die Hochregulation von weiteren Genen zur
Eisen-, Zucker- und Kohlenstoffbereitstellung fiir H. parasuis nachgewiesen (Melnikow et al.
2005; Bello-Orti et al. 2015). Ein weiteres bekanntes Gen ist das fur-Gen, was bei H. parasuis
die Eisenaufnahme reguliert. Mangelmutanten zeigen eine Storung des intrazelluldren Eisen-

spiegels und sind nicht iiberlebensfihig (Bigas et al. 2005).

Fiir H. parasuis sind Resistenzgene gegen folgende Antibiotika bzw. Antibiotikaklassen be-
kannt: B-Lactam-Antibiotika (San Millan et al. 2010), Sulfonamide und Streptomycin (Chen et
al. 2012), Tetracycline (Lancashire et al. 2005) und Makrolide (Yang et al. 2013).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstimme und genetisches Material

In dieser Arbeit wurden 46 Stamme vom Mikrobiologischen Institut der Stiftung Tierdrztliche
Hochschule Hannover (TiHo), AuB3enstelle fiir Epidemiologie in Bakum (Tabelle 25) sowie 15
Stamme und 77 DNA-Proben der Spezies Haemophilus parasuis (H. parasuis) von der Klinik
fiir Schweine, JLU Gieflen (KWS-S) (Tabelle 26) verwendet. Im Folgenden wird das Wort
,Isolat* fiir die Gesamtheit der H. parasuis-Proben (Staimme und DNA-Proben) verwendet. Die
138 Isolate stammten von insgesamt 101 Tieren (36 aus Bakum, 65 aus Gieflen) aus den Jahren

2009 bis 2015 und stellten ausschlieBlich Feldisolate dar.

3.1.2 Herkunft der Isolate

Untersucht wurden insgesamt 61 Stimme und 77 DNA-Proben von H. parasuis aus Organpro-
ben. Die Speziesdifferenzierung wurde in Bakum mittels Anzucht und biochemischer Differen-
zierung durchgefiihrt. 72 Isolate der KWS-S wurden aus klinischen Fillen allein mittels spe-
ziesspezifischer PCR identifiziert. 15 Isolate wurden per Anzucht und biochemischen Verfah-
ren nachgewiesen. Fiinf dieser Isolate wurden zusitzlich zur Anzucht auch per PCR nachge-
wiesen. Die bakteriologische Anzucht der 20 Isolate aus GieB3en sowie die darauffolgende Er-
stellung der Resistenztests wurden vom Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der
Tiere der JLU GieBen durchgefiihrt. Alle Proben der KWS-S stammten aus dem Bundesland
Hessen. 30 der 46 Isolate aus der TiHo stammten aus Niedersachsen, zehn aus Nordrhein-West-
falen, eines entstammte dem Bundesland Brandenburg und bei fiinf Isolaten konnte keine An-
gabe iiber die Herkunft gemacht werden. Abbildung 1 zeigt die Herkunft der Isolate aus den
beprobten Organen. Dabei wurden einige Entnahmeorte wie folgt in Gruppen zusammenge-
fasst. Nase und Tonsille werden in dieser Arbeit unter ,,oberer Respirationstrakt (ORT) zu-
sammengefasst und nicht weiter differenziert. In gleicher Weise werden Bronchialabstrich,
Lungengewebe und Broncho-alveolédre-Lavage-Fliissigkeit als ,,unterer Respirationstrakt*
(URT) zusammengefasst. Weiterhin erscheinen Herzbeutel-, Brusthohlen- und Bauchhohlen-

abstriche als ,,Serosen®.
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Abbildung 1: Herkunft der untersuchten H. parasuis-Isolate nach Organen

ZNS: Zentrales Nervensystem

In 44 Fillen lagen Ergebnisse zur Resistenztestung auf die unten genannten Antibiotika fiir die
Stamme vor: Die Daten lagen fiir 28 Isolate aus Bakum und 16 Isolate aus Giellen vor. Beide
Labore untersuchten folgende zwolf Antibiotika: Amoxicillin allein und in Verbindung mit
Clavulansdure, Ceftiofur, Cefquinom, Colistin, Enrofloxacin, Erythromycin, Florfenicol,
Gentamicin, Penicillin, Tetracyclin und Trimethoprim-potenzierte Sulfonamide. Zusitzlich
wurden elf weitere Antibiotika nur in Bakum untersucht: Ampicillin, Apramycin, Cephalothin,
Clindamycin, Lincomycin, Neomycin, Oxacillin, Spectinomycin, Tiamulin, Tilmicosin und
Tylosin. Tulathromycin und Marbofloxacin wurden nur in Gielen untersucht (Tabelle 2). Alle
Isolate aus GieBBen und 15 der Isolate aus Bakum wurden mittels Agardiffusionstest untersucht,
13 Isolate mittels Mikro-Bouillondilution. Da die Isolate von den jeweiligen Instituten zur Ver-
fiigung gestellt wurden, konnte kein Einfluss auf das angewendete Testverfahren genommen
werden. Die Durchfithrung und Auswertung erfolgte in beiden Instituten nach CLSI M31-A3
(Clinical and Laboratory Standards Institute 2008). Fiir Schweine liegen derzeit noch keine
tierartspezifischen klinischen Grenzwerte fiir H. parasuis und die angewendeten Testverfahren
vor. Daher erfolgte die Interpretation der Befunde, die zum Ergebnis ,,Sensibel®, ,,Intermedidr
oder ,,Resistent” fiihrte, tiber eine Ableitung aus dem Verfahren fiir A. pleuropneumoniae. Der

Wirkstoff Colistin wurde bei der Auswertung aufgrund von Hinweisen des Clinical and
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Laboratory Standards Institute (CSLI) und des European Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing EUCAST beziiglich der Moglichkeiten der Befundinterpretation (Matuschek
2017) sowie der fehlenden Zulassung zur Behandlung von H. parasuis, nicht weiter beriick-

sichtigt.

Tabelle 2: Untersuchte Antibiotika und angewandte Verfahren (x) zur Empfindlich-

keitstestung in den jeweiligen Instituten

Herkunft Bakum Gieflen

Testsystem — Mikro- Agardiffusion | Agardiffusion
Bouillondilution

Antibiotikum |

Penicillin X X X

Ampicillin X X

Amoxicillin X X

Amoxicillin-Clavulanséure X X

Oxacillin X

Cephalothin X

Cefquinom X X

Ceftiofur X X X

Trimethoprim-potenzierte Sulfonamide X X X

Florfenicol X X

Enrofloxacin X X X

Marbofloxacin X

Apramycin X X

Gentamicin X X X

Neomycin X X

Spectinomycin X X
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Herkunft Bakum Gieflen

Testsystem — Mikro- Agardiffusion | Agardiffusion
Bouillondilution

Antibiotikum |

Clindamycin X

Lincomycin X

Erythromycin X X X

Tilmicosin X

Tiamulin X

Tulathromycin X

Tylosin X

Tetracyclin X

Der GroBteil der 138 Isolate wurde aus Ferkeln isoliert (Tabelle 4): Nur 31 Isolate entstammten
Tieren, die dlter als zwolf Wochen bzw. schwerer als 32 kg KGW waren. 56 der Ferkel waren
weiblichen und 50 ménnlichen Geschlechts. Zu 39 Tieren lagen keine Angaben zum Geschlecht
vor. In 73 Fillen wurden die Tiere lebend untersucht, vor Ort eingeschlidfert und dann direkt in
die Pathologie iiberwiesen und dort untersucht. 19 Tiere waren eines natiirlichen Todes verstor-
ben. In Tabelle 25 und Tabelle 26 im Anhang sind die beprobten Organe, Herkunft und das Jahr
der Isolation aufgelistet. Alle broncho-alveolédren Fliissigkeiten wurden am lebenden Tier im
Rahmen der Bestandsdiagnostik unter Narkose gewonnen. Die Isolate aus Gie3en entstammten
in den meisten Fillen ferkelerzeugenden (n = 37) oder geschlossenen Betrieben (n = 19) sowie

31 reinen Mastbetrieben. Sechs Isolate entstammten anderen Betriebsformen.
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Tabelle 3: Definition der Tierkategorie nach Alter und Gewicht

Tierkategorie

Alter [Wochen]

Gewicht [kg]

Saugferkel

1-4

1 bis ca. 7,5

Flatdeck/Aufzucht | ab 4. LW bis 12. LW

7.5 bis ca. 28-32

Mast

ab 12. LW bis Schlachtung

28-32 bis ca. 120

LW: Lebenswoche

Tabelle 4: Alter der der Tiere bei Isolation

3.2 Methoden

Die Isolate aus Bakum wurden von Frau Dr. Regina Tegeler vom Mikrobiologischen Institut
der Stiftung TiHo Hannover, Aullenstelle fiir Epidemiologie in Bakum, zur Verfiigung gestellt.
Die Giellener Isolate entstammten klinischen Féllen aus der Klinik fiir Schweine (KWS-S) der
JLU. Die angeziichteten Staimme und die Resistenztests wurden vom Institut fiir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere der JLU Giellen durchgefiihrt und zur Verfiigung gestellt. Die
Serotypisierungen wurden von der IVD Gesellschaft fiir innovative Veterinidrdiagnostik mbH

durchgefiihrt. Die molekulare Analyse der Isolate wurde selbststindig im Labor der KWS-S

Tierkategorie | Anzahl Verhiiltnis
[n] [%]

Saugferkel 16 11,6

Flatdeck 89 64,5

Mast 31 22.5

unbekannt 2 1,4

gesamt 138 100

der JLU GieBen durchgefiihrt.
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3.2.1 Auswahl der Stamme

Die untersuchten Isolate entstammten ausnahmslos Betrieben und Fillen, bei denen im Rahmen
der Bestandsdiagnostik H. parasuis nachgewiesen werden konnte. Fiir 86 % der Fille lag eine
pathologisch-anatomische, fiir 44 % der Fille zusitzlich eine pathohistologische Untersuchung
vor. Die pathologisch-anatomische und histologische Untersuchung wurde von den Pathologen
der entsprechenden Einrichtung durchgefiihrt. Eine interstitielle Pneumonie konnte leider nicht
vollstindig nachgewiesen werden, da nur in 52 Fillen auch eine histologische Untersuchung
vorlag. Als makroskopischer Hinweis auf eine interstitielle Pneumonie wurde eine méfig bis

schlechte Retraktion der Lunge angenommen.

Da ausschlieBlich klinische Fille aus Praxisbetrieben beprobt wurden, musste stets von
Mischinfektionen der Schweine mit anderen Erregern ausgegangen werden. Die Co-Erreger
wurden kulturell und per PCR erfasst, dienten in der vorliegenden Arbeit jedoch nur zur Unter-

stiitzung der Abschitzung der Rolle von H. parasuis im Krankheitsgeschehen.

3.2.2 Einteilung nach Krankheitskategorie (KKat)

Zur Abschitzung der Rolle von H. parasuis im Krankheitsgeschehen der untersuchten H. pa-

rasuis-positiven Tiere wurden diese in vier Krankheitskategorien eingeteilt.
Schweine der Kategorie 0 — es wurden keinerlei Organverdnderungen festgestellt.

Schweine der Kategorie 1 — Schweine mit pathologisch-anatomischen Organbefunden, die
nicht als H. parasuis-spezifisch angesehen und auf die Existenz von Co-Erregern zuriickgefiihrt
wurden. Hierzu zéhlten die Reinformen der interstitiellen und eitrig-nekrotisierenden Pneumo-
nien. Weiterhin eine katarrhalisch-eitrige Bronchopneumonie in Verbindung mit mittel- bis
hochgradigem Nachweis von Co-Erregern sowie fehlendem H. parasuis-Nachweis. Au3erdem
Schweine mit purulenten Entziindungen anderer Organe in Verbindung mit dem Nachweis von

Co-Erregern. Traumata wurden ebenso in diese KKat eingestuft.

Kategorie 2 — Schweine mit leichten H. parasuis-spezifischen klinischen Befunden in Kombi-
nation mit mittel- bis hochgradigem Co-Erregernachweis und fehlendem bis geringgradigem
H. parasuis-Nachweis in den betroffenen Organen. Hierzu zdhlten auch purulente Arthritiden
und Leptomeningitiden sowie Serositiden, eine katarrhalisch-eitrige Bronchopneumonie und

fibroplastische Entziindungen.
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Kategorie 3 — Schweine mit H. parasuis-spezifischen Befunden, hochgradigem Nachweis von

H. parasuis und keinem bzw. nur geringgradigem Nachweis von Co-Erregern. Als H. parasuis-

spezifisch wurde angesehen, wenn die untersuchten Organe sero-fibrinds verdndert waren.

Auch fibrino-purulente Arthritiden waren in Kombination mit dem Nachweis des Erregers ein

hochgradig spezifischer Befund. In chronischen Fillen galten auch Synechien und Fibrosen der

Gewebe als H. parasuis-spezifischer Befund.

In Tabelle 5 sind die einzelnen Parameter zur Einteilung der Krankheitskategorien beschrieben.

Tabelle 5: Einteilung der Krankheitskategorien (KKat) auf Basis der Organbefunde so-

wie des Nachweises von H. parasuis und anderer Erreger im beprobten Organ bzw. Tier

BP (+ IP)

M. hyopneumoniae >

103

Organbefund Co-Erreger HPS Bemerkungen/ KKat
NW im Sonstiges
Organ
0.b. B. unspezifisch und ggr. | nein HPS nur auf Tonsille 0
positiv
Interstitielle Pneu- mgr. — hgr. nein HPS nur auf Tonsille
monie (IP) positiv
Eitrig-nekrotisie- mgr. — hgr. nein HPS nur auf Tonsille
rende Pneumonie positiv
Katarrhalisch-eitrige nein HPS nur auf Tonsille
Bronchopneumonie positiv
(BP)
Katarrhalisch-eitrige | SIV und/oder B. bron- | ja HPS ggr., nur Lunge be- 1
BP (+ IP) chiseptica > ++ und/o- troffen
der toxinogene P.
multocida > ++,
PRRSYV pos.
Katarrhalisch-eitrige | PCV2 > 10° und/oder | ja nur Lunge betroffen
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Organbefund Co-Erreger HPS Bemerkungen/ KKat
NWim Sonstiges
Organ
Purulente Arthritis | S. suis > ++ und/oder | nein HPS in anderem Organ
E. coli > ++ und/oder ggr. positiv
M. hyosynoviae
und/oder M. hyorhinis
pos.
Purulente Leptome- | S. suis: ++ bis +++ nein
ningitis oder E. coli ++ bis
+++
Purulente Serositis | S. suis: ++ bis +++ nein HPS in anderem Organ
oder E. coli ++ bis (Lunge) positiv
+++
purulente Leptome- | S. suis + nein HPS in anderem Organ
ningitis (Lunge) positiv, Hemm-
stofftest positiv
Purulente Leptome- | S. suis ++ bis +++ ja
ningitis oder E. coli ++ bis
+++
sonstiger Befund Co-Erreger ++ bis nein HPS nur auf Tonsille
+++ positiv
Purulente Arthritis | S. suis > ++ und/oder | ja
E. coli > ++ und/oder
M. hyosynoviae
und/oder M. hyorhinis 2
pos.
Katarrhalisch-eitrige | SIV pos., sonstige Co- | ja Hemmstofftest positiv

BP (+IP)

Erreger ggr. /negativ

und/oder sonstige
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Organbefund Co-Erreger HPS Bemerkungen/ KKat
NWim Sonstiges
Organ
Organe HPS typisch,
aber kein Nachweis
Katarrhalisch-eitrige | unspezifisch bzw. ggr. | ja
BP
Fibroplastische Ent- nein Hemmstofftest positiv,
ziindung anamnestisch bekannte
antibiotische Behand-
lung, HPS in anderem
Organ positiv
Fibroplastische Ent- | Co-Erreger ++ bis nein HPS in anderem Organ
ziindung +++ mgr. bis hgr. positiv
Katarrhalisch-eitrige | SIV und/oder PRRSV | ja weitere pathologisch-
BP (+IP) und/oder B. bron- anatomische Befunde
chiseptica > ++ und/ sprechen fiir Beteiligung
oder Toxingen besit- von HPS (fibrinose Se-
zende P. multocida > rositis, fibrinose Arthri-
++ tis, Ergiisse in KH und
Gelenken), typische
PRDC
Eitrige Leptomenin- | S. suis und/oder E. nein HPS in anderem Organ
gitis coli + bis ++ positiv, Klinik HPS spe-
zifisch, Hemmstofftest
positiv
Katarrhalisch-eitrige | unspezifisch bzw. ggr. | ja
BP
Purulente Meningi- | unspezifisch bzw. ggr. | ja

tis
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Organbefund Co-Erreger HPS Bemerkungen/ KKat
NWim Sonstiges
Organ
Purulente Serositis | unspezifisch bzw. ggr. | ja
und/oder Synechien
der ser6sen Héute
Fibrinose Entziin- nein HPS in anderem Organ
dung > ++, Hemmstofftest
pos., (Kiimmerer)
Fibrinose Entziin- unspezifisch bzw. ggr. | ja
dung
Fibrino-purulente unspezifisch bzw. ggr. | ja
Arthritis
Fibroplastische Ent- | unspezifisch bzw. ggr. | nein HPS in anderem Organ
ziindung ++ bis +++ (BU) oder 3
pos. (PCR), Kiimmerer,
Hemmstofftest positiv
Katarrhalisch-eitrige | Keine/unspezifische ja Hemmstofftest positiv,
BP (+IP) Co-Erreger; M. evtl. HPS-spezifische

hyorhinis nur in

Lunge positiv

Klinik (+NW)

B.: Bordetella; BP: Bronchopneumonie; BU: bakteriologische Untersuchung; ggr.: geringgra-

dig; E. Escherichia; hgr.: hochgradig; HPS: H. parasuis; IP: interstitielle Pneumonie; KH: Kor-

perhohle; KKat: Krankheitskategorie; M.: Mykoplasma; mgr.: mittelgradig; NW: Nachweis; o.

b. B.: ohne besonderen Befund; P.: Pasteurella; PCR: Polymerase Chain-Reaction; pos.: posi-

tiv; PCV2: Porcine Circovirus Typ 2; PRDC: Porcine Respiratory Disease Complex; PRRSV:

Porzines Reproduktives und Respiratorisches Syndrom Virus; SIV: Schweine-Influenza Virus;

+: geringgradig; ++: mittelgradig; +++: hochgradig;
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Tabelle 6: Zusammenfassende Einteilung der Krankheitskategorien

Krankheitskategorie | Bedeutung

0 keine Organbefunde

1 Organbefunde und Co-Erreger, keine H. parasuis-Organbefunde
2 leichte H. parasuis-Organbefunde

3 hochgradig H. parasuis-spezifische Organbefunde

3.2.3 Molekulargenetische Untersuchungen

Die molekulargenetischen Untersuchungen wurden selbststindig im Labor der Klinik fiir

Schweine der JLU Giellen durchgefiihrt.

3.2.3.1 Vorbereitung des Probenmaterials

Die Isolation der DNA aus den Proben wurde mit dem Instant Virus RNA Kit® der Firma
Analytik Jena AG (Jena, GER) durchgefiihrt. Dieses Kit hatte sich in dieser Fragestellung in

zahlreichen Vorversuchen als den anderen Tests iiberlegen erwiesen.
Gewebe

In ein 2 ml Reaktionsgefil wurden ca. 25-50 mg Gewebe, 450 ul Lysispuffer und eine 5 mm
Stahlkugel gegeben. Das Reaktionsgefil wurde in eine Kugelmiihle (MM300) eingespannt und
das Gewebe bei 25 Hz fiir 2 min zerkleinert. AnschlieBend wurde das Gefall bei Raumtempe-
ratur (RT) fiir 30 min inkubiert. Um noch vorhandene Gewebestiickchen abzutrennen, wurde
die Probe im Anschluss bei 16.000 x g fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die

Extraktion der DNA in ein 2 ml Reaktionsgefil} pipettiert.

Tupfer

Der Tupfer wurde kurz oberhalb des Tupfermaterials abgeschnitten und in ein 2 ml Reaktions-
gefal} tiberfithrt. Nach Zugabe von 450 ul Lysispuffer wurde die Probe bei RT fiir 30 min in-
kubiert.

Kulturmaterial

Das Kulturmaterial wurde mit einer Impfose von der Agarplatte abgenommen, in 450 pl Ly-

sispuffer resuspendiert und bei RT fiir 30 min inkubiert.
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3.2.3.2 Isolation der DNA

Zu dem vorbereiteten Probenmaterial (Kap. 6.2.3.1) wurden 450 ul Binding solution RBS ge-
geben und geschiittelt. Hiervon wurden 650 pl auf eine Zentrifugationssiule pipettiert, die sich
in einem Auffanggefill befand, und bei 10.000 x g fiir I min zentrifugiert. Die Sdule wurde in
ein neues Auffanggefill gesetzt und die restliche Probe auf die Sdule pipettiert und wie oben
zentrifugiert. Anschlieend erfolgten zwei Waschschritte: beim ersten Waschschritt wurden
500 ul Waschlosung HS auf die Sdule pipettiert und 1 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Nach
Umsetzen der Saule in ein neues Auffanggefdl wurde gleichermaen mit Waschlosung LS ver-
fahren, nur dass 3 min bei 16.000 x g zentrifugiert wurde. Danach wurde die Sdule in ein 1,5 ml
Reaktionsgefdl} gesetzt und 60 ul RNAse-freies Wasser hinzu pipettiert. Nach einer 3miniitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurde bei 8.000 x g fiir 1 min zentrifugiert. Die eluierte DNA

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.3.3 Konzentrationsmessung der Proben-DNA

Die Konzentrationsmessung der Proben-DNA erfolgte am Spektrometer Nanodrop 2000c der
Firma Thermo Fisher Scientific (Wilmington, Delaware, USA). Hierfiir wurde 1 ul der Proben-
DNA auf die Messflidche des Gerites pipettiert und ein Spektrum von 220 bis 350 nm aufge-
nommen. Die Konzentration der DNA wurde anhand der Absorption bei 260 nm vom Gerit

automatisch berechnet und in ng/ul ausgegeben.

3.2.3.4 Auswahl und Herstellung der Primer (Primerdesign)

Fiir folgende Virulenzfaktoren von H. parasuis wurden Primerpaare entwickelt: Kapselgen
(capD), Gene fiir dullere Membranproteine (ompp2 und ompp35), Gene fiir Virulenz-assoziierte
trimerische Autotransporter (vtaAl, vtaA2 und vtaA3), Cytolethal Distending Toxingen (cdtA,
cdtB, cdtC), Fimbriengen (pilF), Bakteriophagen-Gen (gp36), und Gene fiir extrazellulédre Se-
rin-dhnliche Proteasen (espP2a und espP2b). Die Primersequenzen fiir die Gene der Gruppen
1 bis 3 der Virulenz-assoziierten trimerischen Autotransporter viaAl, vtaA2 und vtaA3 , sowie
fiir das Bakteriophagen-Gen gp36 wurden aus der Literatur iibernommen (Olvera et al. 2012;
Zehr et al. 2012). Alle anderen Primer wurden selbst entwickelt. Dazu wurden die Sequenzen

der Virulenzgene aus der NCBI-Datenbank extrahiert und die Primer mit der Software OLIGO
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4.0 (Vondelpark, USA) konstruiert. Die Primersequenzen wurden mit dem Basic Local Align-
ment Search Tool (BLAST) gegen alle Sequenzen der NCBI-Nucleotiddatenbank auf ihre Spe-
zifitdt fir H. parasuis abgeglichen (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Alle Primer wurden von

der Firma Biolegio (Nimwegen, NL) hergestellt.

Fiir das Kapselgen capD wurden zwei Primerpaare eingesetzt. Bei dem ersten Primerpaar
(CapDPF/CapDPR) wurde der Vorwirtsprimer (CapDPF) in die Promotorregion des Gens ge-
legt, wihrend das zweite Primerpaar (CapDF/CapDR) vollstindig im capD-Gen lag. Das zweite
Primerpaar (CapDF/CapDR) war gegen interne Sequenzen des capD-Gens gerichtet.

Vom Cytolethal Distending Toxingen liegen laut Literatur zwei nicht identische Kopien im
Genom von H. parasuis vor (Zhou et al. 2012), die aus drei Untereineiheiten (cdtA, cdtB und
cdtC) bestehen. Zur Amplifikation wurden daher fiir beide Kopien und fiir alle drei Unterein-
heiten Primerpaare entwickelt (Kopie 1: Primerpaare CDT1F/CDT1R, CDT2F/CDT2R und
CDT3F/CDT3R; Kopie 2: Primerpaare CDT4F/CDT4R, CDTSF/CDT5R und
CDT6F/CDT6R). Ebenso wird von zwei Kopien des Serin-dhnlichen Proteasegens im Genom
von H. parasuis berichtet (Wei et al. 2014). Hierfir wurde je ein Primerpaar

(ESPP2aF/ESPP2aR und ESPP2bF/ESPP2bR) entwickelt.

In Tabelle 7 sind die verwendeten Primer (Bezeichnungen und Sequenzen), die Amplifikatgro-

Ben und die optimalen Annealing-Temperaturen (Kap. 6.2.3.6) aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Primer

Amplifi- )

Primerbe- Primersequenz
ok katgroBe AT

zeichnung 5¢ _, 3¢

wp | O
CapDPF GAT ACG GGG TAT TCA GAT GAA AT

437 55°C
CapDPR ATA CCA CAA ACG ATC AAACTT GC
CapDF GGT TCA GAA TGT ACT TCA AGC

531 55°C
CapDR AGT AAT TTA CGA GGC TGA TTG C
CDTIF GCC AAG CGATTG ATG AAG A

801 55°C
CDTI1R GTG GTA CTC ACC GCATTG
CDT2F 653 TTG CAG AGT TCC GTT GTA AATT 55°C
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Amplifi- .

Primerbe- Primersequenz
h katgrofie AT

zeichnung 5, 3¢

bp |7
CapDPF GAT ACG GGG TAT TCA GAT GAA AT

437 55°C
CapDPR ATA CCA CAA ACG ATC AAA CTT GC
CDT2R GTG GTA CTC ACCGCATTG
CDT3F CCA TTA TAG GAG GAA AAATGACGTT

704 60°C
CDT3R TGG GTA GGT TCC GTT GGT GC
CDTA4F ATT ATG CAG TGT TAC ACA ATG C

201 Touchdown?
CDT4R TTC TGC AAG GGA AAA CTG
CDTS5F CAC CGG AACCAA ATG G

2244 57°C
CDT5R GTG GTA CTC ACCGCATTG
CDT6F AAG TAA ACA TTG ACT ATA GATTTT CTC

621 Touchdown?
CDT6R GTG GTA CTC ACCGCATTG
GP36F! CGA TGT TGA AGATTT TGT TGT CC

228 57°C
GP36R! TTA CTG GTC AGA TGA TAA CGA GC
ESPP2aF TTG ATA AGC AAA AAG GTT GG

347 Touchdown?
ESPP2aR ATT AGA GTC GTA ACG CTC AGT
ESPP2bF CTT ATT GGG CAA GTG GAG TC

421 57°C
ESPP2bR GCA ACAACGTTTCCTGTCTTA A
PILFF TAA TTT GGC TCT TGC TTA CCT TG

211 57°C
PILFR GCG AACTTG ATTGTTTTT GCT C
OMPP2F GGT CAATTGCGTCTTCTTTTA GA

552 57°C
OMPP2R TTC CGC AATCTT AGCTGT GTATT
OMPP5F AAA AAT CTT TAA TTG CAT TAG C

338 57°C
OMPP5R GTGTGT ACCGTGTGC AGA G
VTAAIF? | 406 AGG TAA AGA TAA GCA AGG AAA TCC 60°C
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Amplifi- )

Primerbe- Primersequenz
h katgroBe AT

zeichnung 5¢ _, 3¢

wp |7
CapDPF GAT ACG GGG TAT TCA GAT GAA AT

437 55°C
CapDPR ATA CCA CAA ACG ATC AAACTT GC
VTAAIR? CAA AAC CTA CCC CTC CTC
VTAA2F? TTA ATA TCT CAG CAC AAG GTG C

294 60°C
VTAA2R? ATA ACCTAC CCCCAC AGA G
VTAA3F? AAT GGT AGC CAG TTG TAT AAT GTT GC

291 60°C
VTAA3R? CCA CTG TAA TGC AAT ACC TGC ACC

Die Primersequenzen sind in 5°’— 3’ Richtung angegeben.

AT: Annealing-Temperatur; bp: Basenpaare; F: Forward-Primer; R: Reverse-Primer
! Primer wurden aus der Literatur iibernommen (Zehr et al. 2012).

2 Primer wurden aus der Literatur iibernommen (Olvera et al. 2012).

3 Bedingungen fiir die Touchdown-PCR siehe Tabelle 9

3.2.3.5 Konzentrationsbestimmung der Primer

Zur Konzentrationsbestimmung der Primer wurden 10 pl Primerlésung mit 390 ul TE-Puffer
verdiinnt und die Absorption photometrisch gemessen (Photometer Ultrospec 1100pro der
Firma Biochrom, Cambridge, UK). Die DNA-Konzentration wurde nach dem Lambert-

Beer’schen Gesetz berechnet:

A=g*c*d

A: Absorption (Extinktion) bei 260 nm abziiglich der Absorption bei 320 nm
¢: Extinktionskoeffizient [L/mol*cm]

c: Konzentration der Losung [mol/L]
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d: Schichtdicke des durchstrahlten Materials [cm]

Nach Umstellung der Gleichung und unter Beachtung des Verdiinnungsfaktors der Losung gilt

also fiir die Konzentration:

c=A/e *d * VF [mol/L]

Der Extinktionskoeffizient ist bei Oligonukleotiden von deren Basenzusammensetzung abhén-

gig. Deshalb wurde er fiir den jeweiligen Primer einzeln nach folgender Formel berechnet:

€= (15200 * #A) + (7050 * #C) + (12010 * #G) + (8400 * #T)

#A = Anzahl Adeninbasen
#C = Anzahl Cytosinbasen
#G = Anzahl Guaninbasen

#T = Anzahl Thyminbasen des Oligonukleotids

AnschlieBend wurden anhand der berechneten Konzentrationen 20 uM Stamml6sungen der Pri-
mermixe (Vorwirts- und Riickwértsprimer je 10 uM) hergestellt. Diese wurden mit TE-Puffer

auf eine 4 uM Gebrauchslosung verdiinnt, die dann fiir die PCR verwendet wurde.

3.2.3.6 Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur

Um die optimale Temperatur fiir das Anlagern der Primer zu bestimmen, wurden fiir jeden
Primermix mehrere PCR-Ansitze bei unterschiedlichen Annealing-Temperaturen durchgefiihrt
(Gradientencycler TGradient, Biometra, Gottingen, GER). Als Startpunkt diente die von Oligo

4.0 errechnete optimale Annealing-Temperatur.

Die Zusammensetzung der PCR-Ansitze ist in Tabelle 8 und das PCR-Programm in Tabelle 9

wiedergegeben.
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3.2.3.7 Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain-Reaction, PCR)

Alle PCR wurden mit dem 2x Multiplex Mastermix (2xMM) Kit der Firma Qiagen (Hilden,
GER) durchgefiihrt. Die Proben-DNA wurde auf eine Konzentration von 100 ng/ul eingestellt.
Das Gesamtvolumen des PCR-Ansatzes betrug 10 ul (Tabelle 8).

Tabelle 8: Zusammensetzung fiir einen 10 ul PCR-Ansatz

Reagenz Volumen

2xMM Sul

Primermix (4uM) | 1 ul

Wasser 3ul

DNA 1 ul

DNA: Deoxyribonucleic acid; MM: Mastermix; PCR: Polymerase Chain Reaction (Poly-

merase-Kettenreaktion)

Das Thermocyclerprogramm (Tabelle 9) war bis auf drei Primerpaare fiir alle Primerpaare iden-
tisch, lediglich die Annealing-Temperaturen variierten. Fiir drei Primerpaare (Tabelle 7) wurde
eine Touchdown-PCR (Tabelle 10) verwendet. Hierbei wird die Annealing-Temperatur, star-
tend 10°C iiber der errechneten Annealing-Temperatur von 65°C je Zyklus um 1°C gesenkt,
bis nach zehn Zyklen die optimale Annealing-Temperatur von 55°C erreicht ist. Bei der opti-

malen Annealing-Temperatur von 55°C werden dann die restlichen 30 Zyklen durchgefiihrt.
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Tabelle 9: Thermocyclerprogramm zur Durchfiihrung der PCR
Arbeitsschritt | Temperatur (°C) | Dauer (min) | Vorgang # Zyklen
1 95 15 Aktivierung der DNA- | 1
Polymerase
2 95 0,5 Denaturierung 35
berechnete AT 1,5 Annealing
(Anheften der Primer)
72 1 Extension
(Verldngerung)
3 72 10 Abschlieende Verldn- | 1
gerung
4 4 00 Stoppen der Reaktion

AT: Annealing-Temperatur; DNA: Deoxyribonucleic acid; MM: Mastermix; PCR: Polymerase

Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

Tabelle 10: Touchdown-PCR Programm

Arbeitsschritt | Temperatur (°C) | Dauer (min) | Vorgang # Zyklen
| 95 15 Aktivierung der DNA- | 1
Polymerase
95 0,5 Denaturierung
65 bis 55! 1,5 Annealing
2 (Anheften der Primer) |9
72 0,5 Extension
(Verldngerung)
95 0,5 Denaturierung
30
3 55 1,5 Annealing

(Anheften der Primer)
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Arbeitsschritt | Temperatur (°C) | Dauer (min) | Vorgang # Zyklen
72 0,5 Extension
(Verldngerung)
4 72 10 AbschlieBende Verldn- | 1
gerung
5 4 0 Stoppen der Reaktion

!pro Zyklus wird die Annealing-Temperatur um 1°C gesenkt.

DNA: Deoxyribonucleic acid; MM: Mastermix; PCR: Polymerase Chain Reaction (Poly-

merase-Kettenreaktion)

3.2.3.8 Gelelektrophorese

Fiir die Gelelektrophorese wurde ein 1,5 %iges Agarosegel mit Midori-Green (1 pl auf 100 ml
Gel) als Farbstoff hergestellt. Die Geltaschen wurden mit 4 ul PCR-Produkt beschickt. An-
schlieend wurde eine Spannung von 120 V fiir 20 min angelegt. Als Langenstandard wurde
eine 100 bp-Leiter (Life Technologies, Carlsbad, USA) in der mittleren Geltasche aufgetragen.

Die Gele wurden bei einer Wellenldnge von 260 nm digital fotografiert und archiviert.

3.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics
Version 23 (Fa. IBM Deutschland GmbH, Ehningen). Zur graphischen Darstellung der Ergeb-
nisse diente Microsoft Office Excel 2016.

Die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels y2-Test nach Pearson berechnet. Als
Schwellenwert fiir die statistische Signifikanz wurde grundsitzlich p < 0,05 angenommen. Im
Fall von geringen Probenzahlen wurde der exakte Test nach Fisher angewandt. Unterschiede

an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Serotypen

4.1.1 Zusammenfassende Betrachtung

Insgesamt wurden 34 der 138 untersuchten Isolate per indirektem Hamagglutinationshemmtest
serotypisiert. 18 der serotypisierten Isolate stammten aus dem Einzugsgebiet der AuBlenstelle
fiir Epidemiologie der TiHo Hannover in Bakum, 16 aus dem Einzugsgebiet der Klinik fiir
Schweine der JLU GieBen. Fiir acht der Proben wurden gleichzeitig mehrere Serotypen mit

gleichwertiger Reaktion nachgewiesen, sodass sich eine Gesamtzahl von 45 ergibt.

In Abbildung 2 und Tabelle 11 ist die prozentuale Verteilung der einzeln nachgewiesenen Se-
rotypen dargestellt. Es zeigte sich eine weitgehend homogene Verteilung. Am héufigsten wurde
Serotyp 13 (13 %) nachgewiesen, gefolgt von Serotyp 2 und 9, sowie den nicht typisierbaren
Isolaten (je 11 %). Die Serotypen 1, 4, 6, 7, 12 und 15 kamen mit einer Verteilung von je 7 %

vor. Die Serotypen 8 und 14 wurden nicht nachgewiesen.

B STI

ST15

Abbildung 2: Verteilung der einzeln nachgewiesenen Serotypen [n=45] in den serotypi-

sierten Isolaten [n=34].
nt: nicht typisierbar; ST: Serotyp

Mehrfachnachweise mit gleichwertigen Reaktionen sind enthalten. Fiir detaillierte Angaben

siehe Tabelle 11 und Tabelle 12.
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4.1.2 Einfluss der Herkunft

Abbildung 3 zeigt die prozentuale Verteilung der einzelnen Serotypen verteilt auf die beiden
Herkunftsorte Bakum und Gie3en. Im Bakumer Probenmaterial kam der Serotyp 13 am héu-
figsten vor (15 %), gefolgt von den Serotypen 1, 7 und 12 (je 12 %). Die Serotypen 8, 10 und
14 konnten nicht nachgewiesen werden. Im GieB3ener Probenmaterial wurden die nicht seroty-
pisierbaren Isolate (21 %) am hdufigsten nachgewiesen. Serotyp 2 und 9 waren mit je 16 % die
am hiufigsten nachgewiesenen Serotypen. Die Serotypen 1, 3,5, 7, 10, 12 und 14 kamen in den

GieBener Proben nicht vor.

Bakum GieBen

£ SN

ST4

Abbildung 3: Serotypenverteilung [n = 45 Serotypen] nach Herkunftsorten Bakum
[n = 26; links] und GieBen [n = 19; rechts]

nt: nicht typisierbar; ST: Serotyp

Mehrfachnachweise mit gleichwertigen Reaktionen sind enthalten.

In Tabelle 11 ist das Auftreten der einzelnen Serotypen verteilt auf ihre Herkunft dargestellt.
Zusitzlich zur Fallzahl (n) sind die prozentualen Werte angegeben. Die Signifikanzen wurden

iber einen y2-Test nach Pearson bestimmt.
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Tabelle 11: Verteilung der einzelnen Serotypen insgesamt [n = 45] und nach Herkunfts-

ort der Proben (Bakum [n = 26] und Gieflen [n = 19])

Herkunft — Insgesamt Bakum GieBen Signifikanz-
Serotyp | abs. rel. abs. rel. abs. rel. wert
[n] [%] [n] [%] [n] [%] |[p]
Gesamt 45 100 26 100 19 100 -
1 3 6,7 3 11,5 0 0 n.s.
2 5 11,1 2 1,7 3 15,8 n. s.
3 1 2,2 1 3.8 0 0 n. s.
4 3 6,7 2 7,7 1 5,3 n. s.
5 2 4.4 2 1,7 0 0 n. s.
6 3 6,7 0 0 3 15,8 0,054
7 3 6,7 3 11,5 0 0 0,087
8 0 0 0 0 0 0 n.s.
9 5 11,1 2 7,7 3 15,8 n.s.
10 1 2,2 1 3.8 0 0 n. s.
11 2 4.4 1 3,8 1 5,3 n.s.
12 3 6,7 3 11,5 0 0 0,087
13 6 13,3 4 15,4 2 10,5 n.s.
14 0 0 0 0 0 0 n.s.
15 3 6,7 1 3.8 2 10,5 n. s.
nt 5 11,1 1 3,8 4 21,1 n.s.

abs.: absolut; n. s.: nicht signifikant; nt: nicht typisierbar; rel.: relativ; die jeweiligen Signifi-
kanzwerte (p) wurden mittels y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanz-

grenze wurden mit angegeben
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Serotyp 6 kam (p = 0,054) héufiger in den GieBener Proben, als in den Proben des Einzugsbe-
reichs von Bakum vor. Eine der Proben mit Serotyp 6 zeigte eine gleichwertige Reaktion auf
Serotyp 15. Tabelle 12 fasst die Mehrfachnachweise im indirekten Hamagglutinationshemmtest

zusammen. In sechs der acht Fille handelt es sich um Bakumer Isolate.

Tabelle 12: Stimme mit zwei oder mehreren gleichwertig positiven Serotyp-Reaktionen

im indirekten Himagglutinationshemmtest

Herkunft — Insgesamt Bakum GieBen Signifikanz-
Serotypen- abs. |rel. abs. rel. abs. rel. wert
kombination | |[n] [[%] [n] [%] [n] [%] [p]
Gesamt 8 100 6 100 2 100 n.s.
1,7,13 1 12,5 1 16,7 0 0 n. s.
1, 15 1 12,5 1 16,7 0 0 n.s.
2,7 2 25,0 2 33,3 0 0 n. s.
3,5,12 1 12,5 1 16,7 0 0 n.s.
5,13 1 12,5 1 16,7 0 0 n.s.
6, 15 1 12,5 0 0 1 50 n. s.
9,13, 15 1 12,5 0 0 1 50 n.s.

abs.: absolut; n. s.: nicht signifikant; rel.: relativ; dargestellt sind die absolute Anzahl der Kom-
binationen (n) und deren relativer Anteil (%); die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mit-
tels y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit ange-

geben
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4.2 Virulenzfaktoren

4.2.1 Zusammenfassende Betrachtung

In dieser Arbeit wurden 138 Isolate (66 Stimme und 72 DNA-Proben) mittels PCR auf 10
potenzielle Virulenzfaktoren untersucht. 46 dieser Isolate stammten aus Bakum, 92 aus Giel3en.
Die Entnahmeorte sind in Abbildung 1, Kap. 3.1.2 dargestellt. Wie im Folgenden aus Abbil-
dung 4 zu ersehen ist, kamen alle untersuchten Virulenzfaktoren im Probenmaterial vor. Die
meisten der Virulenzfaktoren fanden sich bei 80 bis 90 % der Isolate. Das Bakteriophagen-Gen
gp36 und das Kapselgen capD konnten lediglich in 59 % bzw. 21,2 % der Fille nachgewiesen

werden.
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Kapsel CDT ESPP2 GP36 PILF OMPP2 OMPP5 VTAAl1l VTAA2 VTAA3
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Abbildung 4: Prozentuale Verteilung der Virulenzfaktorgene in den Isolaten

CDT: Cytolethal Distending Toxin; ESPP2: extrazelluldre Serin-dhnliche Protease P2; GP36:
Bakteriophagen-Gen; OMP: duleres Membranprotein; PILF: Fimbriengen F; VTAA: Virulenz-

assoziierter trimerischer Autotransporter
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4.2.2 Einfluss der Herkunft

Wie Tabelle 13 zeigt, ist die Privalenz der getesteten Virulenzfaktoren hoch signifikant mit
dem Herkunftsort der Proben assoziiert. Alle zehn Virulenzfaktoren konnten signifikant hiufi-
ger im Probenmaterial des Standortes Bakum, als in den GieB3ener Isolaten nachgewiesen wer-

den.

Tabelle 13: Vorkommen der Virulenzfaktoren nach Einzugsbereich der Proben (Ba-

kum, GieBlen)

Herkunft — Insgesamt Bakum GieBen Signifikanz-
Virulenzfaktor | |abs. |rel. abs. rel. abs. rel. wert
[n] [%] |[n] [%] |[n] [%] |[p]
Kapsel 43 21,2 |21 45,7 22 23,9 0,009
CDT 112 |81,2 |46 100 66 70,2 <0,000
ESPP2 114 83,8 |44 100 70 76,1 <0,000
GP36 82 59,4 139 84,8 43 46,7 <0,000
PILF 121 89,0 |44 100 77 83,7 0,005
OMPP2 116 |84,1 |46 100 70 76,1 <0,001
OMPP5 121 88,3 |46 100 76 82,6 0,001
VTAAI 106 |78,3 |46 100 62 67,4 <0,001
VTAA2 96 69,6 |43 93,5 53 57,6 <0,001
VTAA3 115 83,3 |46 100 69 75,0 <0,001

abs.: absolut; CDT: Cytolethal Distending Toxin; ESPP2: extrazelluldare Serin-dhnliche Pro-
tease P2; GP36: Bakteriophagen-Gen; OMPP: dufleres Membranprotein P; PILF: Fimbriengen
F; rel.: relativ; VTAA: Virulenz-assoziierter trimerischer Autotransporter; dargestellt sind die
absolute Anzahl der Kombinationen (n) und deren relativer Anteil (%); die jeweiligen Signifi-

kanzwerte (p) wurden mittels y2-Test nach Pearson berechnet
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4.3 Antibiotikaresistenzen

4.3.1 Zusammenfassende Betrachtung

Untersucht wurde die Resistenzlage von insgesamt 44 Stimmen beziiglich 24 in der Praxis ge-
brauchlicher Antibiotika (s. Tabelle 2, Kap. 3.1.1). Von diesen Isolaten stammten 28 aus Bakum
und 16 aus Gieflen. Es wurden insgesamt 662 einzelne Resistenztests durchgefiihrt, welche im
Folgenden als je ein Fall bezeichnet werden. Dabei zeigten sich die untersuchten Stimme in
100 Fillen (15,1 %) resistent, in 35 Fillen (5,3 %) intermedidr und in 527 Fillen (79,6 %)

sensibel.

Die Resistenzsituation der untersuchten H. parasuis-Stimme gegeniiber den getesteten Antibi-
otika ist in Abbildung 5 dargestellt. Gegeniiber Tylosin erwiesen sich alle getesteten Isolate als
resistent. Eine Lincospectin-Resistenz zeigten 53,3 % der Isolate, nur 6,7 % waren sensibel
gegen dieses Antibiotikum. In Bezug auf die Trimethoprim-potenzierten Sulfonamide zeigten
sich 15,6 % der untersuchten Isolate intermediér und 42,2 % resistent. Fiir Cephalothin, Cef-
quinom, Ceftiofur, Enrofloxacin, Florfenicol, Marbofloxacin, Spectinomycin, Tiamulin und

Tulathromycin wurden keine Resistenzen nachgewiesen.
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Abbildung 5: Resistenzsituation fiir die untersuchten Antibiotika

AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; TrimSulf: Trimethoprim-potenzierte Sulfonamide
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4.3.2 Einfluss der Herkunft

Fiir die Antibiotika, die an beiden Herkunftsorten getestet wurden, lagen insgesamt 426 ein-
zelne Resistenztests vor. Dabei zeigten sich die untersuchten Isolate in 43 Fillen (10,1 %) als
resistent, in 6,3 % der Fille als intermedidr und in 83,6 % der Fille als sensibel. Den grofiten
Anteil machten Resistenzen gegen Trimethoprim-potenzierte Sulfonamide (40,9 %) und gegen
Penicillin (18,2 %) aus, gefolgt von Resistenzen gegen Amoxicillin (14,1 %) und Gentamicin

(13,6 %).

Tabelle 14 zeigt die Resistenzsituation fiir die getesteten Wirkstoffe insgesamt und aufgeteilt
nach Herkunft der Proben. Fiir beide Herkunftsorte entfielen die meisten Resistenzen auf die
Trimethoprim-potenzierten Sulfonamide. Zusétzlich fiel in Gielen noch je ein Resistenztest mit

dem Ergebnis resistent gegen Erythromycin und gegen Tetracyclin aus.

Waiihrend sich die hessischen Proben vollstindig sensibel gegen Penicillin und Gentamicin zeig-
ten, waren 42,9 % (Penicillin), bzw. 57,1 % (Gentamicin) der Stimme aus dem Einzugsgebiet
von Bakum resistent gegen diesen Wirkstoff. Der Unterschied zwischen den Probenherkiinften
war statistisch hoch signifikant (p = 0,001 [Penicillin], bzw. p = 0,009 [Gentamicin]). Fiir
Amoxicillin zeigte sich eine dhnliche Tendenz: Alle Isolate aus GieB3en reagierten im Resis-
tenztest sensibel. Hingegen waren 26,7 % der Isolate aus Bakum resistent (p = 0,067). Gegen-
iiber den Trimethoprim-potenzierten Sulfonamiden waren 53,6 % der Isolate aus Bakum, je-

doch nur 18,8 % der Isolate aus GieBen resistent (p = 0,070).

An keinem der Standorte konnten Resistenzen gegeniiber Enrofloxacin, Marbofloxacin und
Florfenicol, Cephalothin, Ceftiofur, Cefquinom und Tulathromycin, Tiamulin und Spectinomy-

cin nachgewiesen werden.

Tabelle 14: Resistenzstatus der Isolate fiir die einzelnen Antibiotika

Herkunft— Insgesamt Bakum Gieflen Signifikanz-
Antibiotikum
Resistenz- abs. |rel. |abs. |rel. |abs. |rel. |Wert
!
status | [n] [%] |[m] ([[%] [[n] [[%] |[p]
sensibel 19 432 19 32,1 |10 62,5

Trimethoprim-po-

tenzierte Sulfona- |intermediar |7 15,9 |4 143 |3 18,8 10,070

mide resistent 18 (409 |15 [536 [3 18.8
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Herkunft— | Insgesamt Bakum Gieien | Gjonifikanz-
Antibiotikum

Resistenz-  |abs. |rel. |abs. |rel. |abs. |rel. |Wert
! status | [n]  [[%] [[n] |[[%] [[n] [[%] |[p]

sensibel 28 63,6 |12 429 |16 100
Penicillin intermediar |8 18,2 |8 28,6 |0 0 0,001

resistent 8 18,2 |8 28,6 |0 0

sensibel 24 85,7 |11 73,3 |13 100
Amoxicillin® intermediar |0 0 0 0 0 0 0,067

resistent 4 14,3 |4 26,7 |0 0

sensibel 32 72,7 |16 |57,1 |16 100
Gentamicin intermedidr |6 13,6 |6 21,4 |0 0 0,009

resistent 6 13,6 |6 214 |0 0

sensibel 38 86,4 125 (89,3 |13 81,3
Erythromycin intermediar |3 6,8 2 7,1 1 6,3 n. s

resistent 3 6,8 1 3,6 (2 12,5

sensibel 31 93,9 |15 |882 |16 100
Amoxicillin-
Clavulansiure? intermedidr |0 0 0 0 0 0 n.s

resistent 2 6,1 2 11,8 |0 0

sensibel 39 88,6 |24 [85,7 |15 93,8
Tetracyclin]3 intermediar |3 6,8 3 10,7 |0 0 n. s

resistent 2 4,5 1 3,6 1 6,3

sensibel 28 100 |13 100 |15 100
Florfenicol® intermedidr |0 0 0 0 0 0 n.s

resistent 0 0 0 0 0 0
Enrofloxacin sensibel 44 100 |28 100 |16 100 |n.s
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Herkunft— | Insgesamt Bakum Gieien | Gjonifikanz-
Antibiotikum
Resistenz- abs. |rel. |abs. |rel. |abs. |rel. |Wert
!
status | [n] [%] |[m] ([[%] [[n] [[%] |[p]
intermediar |0 0 0 0 0 0
resistent 0 0 0 0 0 0
sensibel 29 100 13 100 |16 100
Cefquinom® intermediir |0 0 0 0 0 0 n.s
resistent 0 0 0 0 0 0
sensibel 44 100 |28 100 |16 100
Ceftiofur intermedidr |0 0 0 0 0 0 n.s
resistent 0 0 0 0 0 0
sensibel 0 0 0 0
. . . nicht getes-
Tylosin® intermediir |0 0 0 0 -
tet
resistent 15 100 15 100
sensibel 1 6,7 1 6,7
nicht getes-
LincornycinA intermediar |6 40,0 |6 40,0 -
tet
resistent 8 53,3 |8 53,3
sensibel 9 60,0 |9 60,0
nicht getes-
Oxacillin® intermediir |0 0 0 0 -
tet
resistent 6 40,0 |6 40,0
sensibel 16 57,1 |16 57,1
nicht getes-
Neomycin intermediir 1 3,6 1 3,6 -
tet
resistent 11 39,3 |11 39,3
sensibel 20 71,4 ]20 71,4 | picht getes-
Ampicillin -
intermedidr |0 0 0 0 tet
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Herkunft— | Insgesamt Bakum Gieien | Gjonifikanz-
Antibiotikum
Resistenz- abs. |rel. |abs. |rel. |abs. |rel. |Wert
!
status | n] |[%] [l [[%] |1 [[%] |[p]
resistent 8 28,6 |8 28,6
sensibel 21 75,0 |21 75,0
nicht getes-
Apramycin intermedidr |0 0 0 0 -
tet
resistent 7 25,0 |7 25,0
sensibel 11 84,6 111 84,6
nicht getes-
Tilmicosin® intermediar |0 0 0 0 -
tet
resistent 2 154 |2 15,4
sensibel 12 92,3 |12 92,3
nicht getes-
Clindamycin® intermedidr |1 7.7 1 7.7 -
tet
resistent 0 0 0 0
sensibel 13 100 13 100
. . . . nicht getes-
Tiamulin® intermediir |0 0 0 0 -
tet
resistent 0 0 0 0
sensibel 13 100 13 100
nicht getes-
Cephalothin® intermediir |0 0 0 0 -
tet
resistent 0 0 0 0
sensibel 28 100 128 100
nicht getes-
Spectinomycin intermedidr |0 0 0 0 -
tet
resistent 0 0 0 0
sensibel 13 100 13 13
nicht getes-
Marbofloxacin intermediar |0 0 0 0 -
tet
resistent 0 0 0 0
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Herkunft— | Insgesamt Bakum Gieien | Gjonifikanz-
Antibiotikum
Resistenz- abs. |rel. |abs. |rel. |abs. |rel. |Wert
!
status | n] |[%] [l [[%] |1 [[%] |[p]
sensibel 14 100 14 14
nicht getes-
Tulathromycin intermediar |0 0 0 0 -
tet
resistent 0 0 0 0

A: Test wurde in Bakum nur mittels Agardiffusionstest durchgefiihrt; 8: Test wurde in Bakum

nur mittels Mikro-Bouillondilution durchgefiihrt; n. s.: nicht signifikant; -: nicht gepriift; dar-

gestellt sind die absolute Anzahl der Kombinationen (n) und deren relativer Anteil (%); die

jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede

an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben

Aus Tabelle 15 wird ersichtlich, dass die GieBener Isolate nur gegen drei Antibiotika resistent

waren: Erythromycin, Tetracyclin und die Trimethoprim-potenzierten Sulfonamide. Die Isolate

aus Bakum zeigten gegen folgende Wirkstoffe Resistenzen: Insbesondere B-Lactame, Amino-

glycoside (auer Neomycin), Makrolide (Tilmicosin und Tylosin) sowie Lincomycin.

Tabelle 15: Auftreten von mindestens einem resistenten oder intermediiren Isolat im

Probenarsenal der beiden Herkunftsorte

Herkunftsort — Bakum GieBen
Status — resistent intermediér resistent intermediir
Antibiotikum |
in beiden Herkunftsorten durchgefiihrte Resistenztests
Penicillin
Amoxicillin
AMC
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Herkunftsort —

Bakum

Gieflen

Status —

resistent

intermediir

resistent

intermediar

Antibiotikum |

Cefquinom

Ceftiofur

TrimSulf

Florfenicol

Enrofloxacin

Gentamicin

Erythromycin

Tetracyclin

Tilmicosin

Tiamulin

Tylosin

Ampicillin

Oxacillin

Cephalothin

Apramycin

Neomycin

Spectinomycin

nur in Bakum durchgefiihrte Resistenztests

Clindamycin

Lincomycin

nur in GieBBen durchgefiihrte Resistenztests

Marbofloxacin
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Herkunftsort — Bakum GieBen

Status — resistent intermediér resistent intermediér
Antibiotikum |

Tulathromycin - -

AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; TrimSulf: Trimethoprim-potenzierte Sulfonamide; -: nicht
untersucht; Feld schwarz ausgefiillt: mindestens 1 nicht sensibles Isolat; Feld leer: alle Isolate

sensibel.

4.4 Zusammenhang zwischen Serotypen, Virulenzfaktoren und Antibiotikare-
sistenz

Aufgrund der Vielzahl an Serotypen war es nicht moglich, eine fundierte statistische Aussage
zu treffen hinsichtlich der Assoziation zwischen den einzelnen Serotypen und deren unter-
schiedlichen Eigenschaften von Virulenz und Antibiotika-Resistenz. Die entsprechenden Er-
gebnisse finden sich im Anhang (s. Tabelle 27 und Tabelle 28). Die Virulenzfaktoren Cytolethal
Distending Toxin, extrazelluldre Serin-dhnliche Protease P2, Fimbrie, die duleren Membran-
proteine P2 und P35, der Virulenz-assoziierte trimerische Autotransporter 1 und 3 kamen bei
mindestens 97 % der Isolate vor. Hier fehlte somit die Vergleichsgruppe von Isolaten ohne den
jeweiligen Virulenzfaktor, um Assoziationen zu anderen Merkmalen sinnvoll herstellen zu koén-
nen. Statistisch signifikante Assoziationen zwischen dem Vorkommen von Antibiotikaresisten-
zen und den Virulenzfaktoren Kapsel, GP36 und VTAA2 konnten nicht nachgewiesen werden

(Tabelle 30 im Anhang).

4.5 Einfliisse der Tierkategorie

4.5.1 Assoziationen mit Serotypen

Fundierte Assoziationen zwischen Tierkategorie und Serotypen konnten aufgrund der hohen

Anzahl unterschiedlicher Serotypen statistisch nicht erbracht werden.
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4.5.2 Assoziationen mit Virulenzfaktoren

Die untersuchten Virulenzfaktoren traten sowohl in den Isolaten aus der Gruppe der Saug- und
Absatzferkel, als auch in denen der Mastschweine auf. Tendenziell konnten die niedrigsten Pri-
valenzen bei den Isolaten der Saugferkel festgestellt werden (Tabelle 16). Dieser Effekt liell
sich fiir die Virulenzfaktoren VTAA1 und VTAA?2 signifikant absichern.

Tabelle 16: Virulenzfaktoren der Isolate in Abhiingigkeit von der Altersgruppe der

Schweine
Altersstufe — Saugferkel |Flatdeck | Mast Signifikanz-
Virulenzfaktor | [n = 16] [n=891 |n=31] wertp]
Kapsel 18,8 36,0 19,4 n. s.
CDT 75,0 82,0 75,8 n.s.
ESPP2 68,8 86,2 83,9 n. s.
GP36 43,8 65,2 54,8 n. s.
PILF 75,0 92,0 87,1 n.s.
OMPP2 75,0 86,5 80,6 n. s.
OMPP5 87,5 90,9 80,6 n.s.
VTAAI 50,0 83,1 77,4 0,013
VTAA2 37,5 77,5 64,5 0,004
VTAA3 87,5 83,1 80,6 n.s.

CDT: Cytolethal Distending Toxin; ESPP2: extrazelluldre Serin-dhnliche Protease P2; GP36:
Bakteriophagen-Gen; n. s.: nicht signifikant; OMPP: du3eres Membranprotein P; PILF: Fimb-
riengen F; VTAA: Virulenz-assoziierter trimerischer Autotransporter; die jeweiligen Signifi-
kanzwerte (p) wurden mittels y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanz-

grenze wurden mit angegeben
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4.5.3 Assoziationen mit dem Resistenzverhalten

Eine differenzierte Betrachtung der Resistenzsituation in Abhéngigkeit vom Lebensalter der
Tiere war nur teilweise moglich. Fiir die Antibiotika Cephalothin, Cefquinom, Ceftiofur,
Florfenicol, Enrofloxacin, Marbofloxacin, Spectinomycin, Tiamulin und Tulathromycin gab es
nur sensible Isolate. Fiir die Antibiotika Ampicillin, Oxacillin, Cephalothin, Apramycin, Neo-
mycin, Spectinomycin, Clindamycin, Lincospectin, Tilmicosin, Tiamulin und Tylosin standen
nicht geniigend Isolate von Saugferkeln und/oder Mastschweinen zur Verfiigung. Fiir die iibri-
gen Assoziationen zeigte sich eine Tendenz hoherer Resistenzraten bei Absetzferkeln als bei
Saugferkeln und Mastschweinen. Aufgrund der geringen Zahl an Isolaten der letztgenannten
Kategorien konnten diese Trends jedoch statistisch nicht abgesichert werden (Tabelle 29 im

Anhang).

4.6 Einfliisse der beprobten Organe

4.6.1 Assoziationen mit Serotypen

Assoziationen zwischen beprobtem Organ und Serotypen konnten aufgrund der hohen Anzahl

unterschiedlicher Serotypen statistisch nicht erhoben werden.

4.6.2 Assoziationen mit Virulenzfaktoren

Die untersuchten Virulenzfaktoren konnten in Isolaten aus allen beprobten Organen nachge-
wiesen werden (Tabelle 17). Ein statistisch signifikantes Verteilungsungleichgewicht ergab

sich jedoch lediglich fiir den Virulenzfaktor VTAA2 (p = 0,041).

Tabelle 17: Privalenz der Virulenzfaktoren in den beprobten Organen

Organ— | ORT URT Serosen | ZNS Gelenke | Signifikanz-
m=34] |m=83] |m=10] |m=6] |[m=5] |Wertlp]

VF|

Kapsel | 26,5 27,7 50,0 66,7 40,0 n.s

CDT 88,2 77.1 100 66,7 80,0 n.s
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Organ— | ORT URT Serosen | ZNS Gelenke | Signifikanz-
[n=34] [[n=83] |[mn=10] |[n=6] |[m=5] |Yertlpl
VF|
ESPP2 75,8 84,1 100 83,3 100 n.s.
GP36 50,0 65,1 70,0 333 40,0 n.s.
PILF 94,1 85,4 100 83,3 100 n.s.
OMPP2 | 85,3 81,9 100 66,7 100 n.s.
OMPP5 | 88,2 85,5 100 100 100 n.s.
VTAA1 |70,6 75,9 100 100 100 n.s.
VTAA2 |559 74,7 90,0 333 80,0 0,041
VTAA3 | 88,2 77,1 100 100 100 n.s.

CDT: Cytolethal Distending Toxin; ESPP2: extrazelluldre Serin-dhnliche Protease P2; GP36:
Bakteriophagen-Gen; ORT: oberer Respirationstrakt; OMPP: dulleres Membranprotein P;
PILF: Fimbriengen F; URT: unterer Respirationstrakt; VF: Virulenzfaktor; VTAA: Virulenz-
assozilerter trimerischer Autotransporter; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels

y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben

4.6.3 Assoziationen mit dem Resistenzverhalten

Signifikante Unterschiede im Resistenzverhalten von Isolaten aus unterschiedlichen Organen

konnten nicht nachgewiesen werden.

4.6.4 Assoziationen mit der Tierkategorie

Mit Ausnahme der Serosatupfer wurden alle Organe in allen Alterskategorien beprobt. Mit
Ausnahme des unteren Respirationstraktes (URT) konnten die niedrigsten Privalenzen bei den
Isolaten der Mastschweine festgestellt werden (Tabelle 18). Aus dem URT von Aufzuchtfer-
keln konnte H. parasuis signifikant hdufiger isoliert werden als aus dem URT der anderen Al-

terskategorien (p < 0,001).
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Tabelle 18: H. parasuis-Nachweisrate (%) in den beprobten Organen in Abhéngigkeit

von der Altersgruppe der Schweine

Organ [n beprobt] | Gesamt Saugferkel | Flatdeck | Mast Signifi-
kanz-
wert p

ORT [n =53] 100 100 100 100 -

URT [n =132] 86,4 31,3 96,6 86,2 <0,001

Serosen [n = 13] 61,5 - 66,7 0 n. s.

ZNS [n = 54] 20,4 42,9 21,1 0 n. s.

Gelenke [n = 44] 27,3 14,3 32,4 0 n. s.

n. s.: nicht signifikant; ORT: oberer Respirationstrakt; URT: unterer Respirationstrakt; ZNS:
Zentrales Nervensystem; -: nicht getestet; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels

y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben

4.7 Morphologische Verdnderungen

Sektionsergebnisse lagen in 91 der insgesamt 101 zur Verfiigung stehenden Schweine vor, 36
aus Bakum und 65 aus Giellen (Tabelle 19). Hiufigster Befund war die katarrhalisch-eitrige
Bronchopneumonie (38,9 % der Lungen). Als Hinweis auf eine interstitielle Pneumonie konnte
bei 27 % der Lungen eine schlechte Retraktion festgestellt werden. Histopathologische Befunde
zur Bestitigung der interstitiellen Pneumonie standen allerdings nur in 52 Fillen zur Verfii-
gung, da je nach Fragestellung des Einsenders in der Routinediagnostik nicht in allen Fillen die
Lunge histologisch untersucht wurde. Als weitere hdaufige Befunde traten fibroplastische Pleu-
ritis und fibroplastische Peritonitis (je 23,8 %) und mit Fliissigkeit gefiillte Herzbeutel (19,8 %)
auf. Die stirksten Befunde wurden bei Absatzferkeln festgestellt. Bei fibrinos und fibroplas-

tisch veridndertem Gewebe bestand Verdacht auf ursichliche Beteiligung von H. parasuis.

4.7.1 Assoziationen mit Serotypen

Assoziationen zwischen den Krankheitsbildern und Serotypen konnten aufgrund der hohen An-

zahl unterschiedlicher Serotypen statistisch sinnvoll nicht erhoben werden.
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4.7.2 Assoziationen mit Virulenzfaktoren

Die untersuchten Virulenzfaktoren waren vor allem mit pathologisch-anatomischen Befunden,
die auf H. parasuis hinweisen, signifikant assoziiert. Den hidufigsten Zusammenhang wiesen
die Virulenzfaktoren zu den Merkmalen ,,fibroplastische Peritonitis* und ,,fibroplastische Peri-
karditis* auf. Auch die fibroplastische Pleuritis, Arthritis und die Polyserositis waren signifi-
kant mit dem Nachweis von Virulenzfaktoren assoziiert. Die Zusammenhénge sind in Tabelle

33 im Anhang dargestellt.

4.7.3 Assoziationen mit dem Resistenzverhalten

Die Verteilung der Isolate mit vollstandigem Resistenztest erlaubte keine statistisch sinnvolle
Beurteilung der Resistenzsituation in Abhéangigkeit vom pathologisch-anatomischen Sektions-

bild.

4.7.4 Assoziationen zwischen Sektionsbild und Tierkategorie

Die Befunde katarrhalisch-eitrige Bronchopneumonie, Retraktion (als Hinweis auf eine intersti-
tielle Pneumonie), Arthritis, sowie fibroplastische Pleuritis und Perikarditis waren signifikant

mit der Alterskategorie der Tiere assoziiert.

Tabelle 19: Pathologisch-anatomische Befunde in Abhiingigkeit von der Altersklasse der

Schweine
pathologisch-anatomische Befunde |Gesamt|Saugferkel | Flatdeck | Mast| Signifi-
kanz-wert
n 138 16 89 31 [p]
katarrhalisch-eitrige BP 38,9 0 45,9 40 0,003
Retraktion 27 6,3 36,5 8 0,003
fibroplastische Pleuritis 23,8 0 294 20 0,036
fibroplastische Perikarditis 23,8 0 294 20 0,036
Arthritis 23 43,8 25,9 0 0,003
Herzbeutel gefiillt 19,8 12,5 224 16 n. s.
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pathologisch-anatomische Befunde |Gesamt|Saugferkel | Flatdeck | Mast| Signifi-
kanz-wert
n 138 16 89 31 [p]
Polyserositis 19 0 23,5 16 0,081
fibroplastische Peritonitis 15,1 0 20 8 0,066
Leptomeningitis 10,3 0 14,1 4 n. s
fibrin6se Pneumonie 9,5 0 94 16 n. s.
fibrinose Perikarditis 5,6 0 8.2 0 n. s
fibrinose Peritonitis 4 0 5,9 0 n. s
nekrotisierende Pneumonie 2.4 0 1,2 8 n. s
fibrinose Pleuritis 1,6 0 2.4 0 n. s

BP: Bronchopneumonie; n. s.: nicht signifikant; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden

mittels ¥2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit an-

gegeben.

4.8 Krankheitskategorie

Zur Abschitzung der Rolle von H. parasuis im Krankheitsgeschehen der untersuchten Tiere

wurden diese in 4 Krankheitskategorien eingeteilt (s. Kap. 3.2.2):

Kategorie 0: Tiere ohne Organbefunde.

Kategorie 1: Tiere mit pathologisch-anatomischen Organbefunden und Nachweis von
Co-Erregern, kein Hinweis auf Beteiligung von H. parasuis im betroffenen Organ.
Kategorie 2: Tiere mit geringgradigen pathologisch-anatomischen Organbefunden und
Nachweis von Co-Erregern, Hinweis auf Beteiligung von H. parasuis

Kategorie 3: Tiere mit hochgradigen, H. parasuis-spezifischen Organbefunden, dem
Nachweis von H. parasuis im betroffenen Organ und nur geringgradigem Nachweis von

Co-Erregern.

Eine Ubersicht iiber die nachgewiesenen Co-Erreger findet sich in Tabelle 31 im Anhang.
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4.8.1 Assoziationen mit Serotypen

Fundierte Assoziationen zwischen Krankheitskategorie und Serotypen konnten aufgrund der

hohen Anzahl unterschiedlicher Serotypen statistisch nicht erbracht werden.

4.8.2 Assoziationen mit Virulenzfaktoren

Alle untersuchten Virulenzfaktoren zeigten sich statistisch signifikant mit der Krankheitskate-
gorie der Tiere, aus denen die jeweiligen Isolate stammten, assoziiert (Tabelle 20). Die engsten
Zusammenhinge ergaben sich dabei fiir ESPP2, OMPP2, VTAA1, VTAA2 und VTAA3. Die
Privalenz der jeweiligen Virulenzfaktoren nahm in den Gruppen mit Krankheitskategorien
ohne H. parasuis-Beteiligung, mit Mitbeteiligung von H. parasuis und mit H. parasuis als
Haupterreger gegeniiber der gesunden Vergleichsgruppe durchschnittlich um 29 %, 53 % bzw.
75 % zu.

Tabelle 20: Prozentualer Anteil an Isolaten mit Virulenzfaktoren in den eingeteilten

Krankheitskategorien
Virulenz- | KKat 0 | KKat1 | KKat2 | KKat 3 | Signifikanz-
faktor n=19] | [n=29] | [n=54] | [n=36] wert (p)
Kapsel 15,8 20,7 31,5 47,2 0,048
CDT 63,2 72,4 83,3 94,4 0,020
ESPP2 579 71,4 88,9 100 < 0,001
GP36 36,8 48,3 70,4 63,9 0,037
PILF 73,7 85,7 88,9 100 0,027
OMPP2 63,2 75,9 87,0 97,2 0,005
OMPP5 73,7 86,2 87,0 100 0,032
VTAAI 31,6 72,4 83,3 100 < 0,001
VTAA2 36,8 51,7 77,8 88,9 < 0,001
VTAA3 579 72,4 87,0 100 < 0,001
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CDT: Cytolethal Distending Toxin; ESPP2: extrazelluldre Serin-dhnliche Protease P2; GP36:
Bakteriophagen-Gen; KKat 0: keine Organbefunde; KKat 1: Organbefunde und Co-Erreger,
keine H. parasuis-Organbefunde; KKat 2: leichte H. parasuis-Organbefunde; KKat 3: hoch-
gradig H. parasuis-spezifische Organbefunde; neg.: negativ; n. s.: nicht signifikant; OMPP:
duferes Membranprotein P; PILF: Fimbriengen F; pos.: positiv; VTAA: Virulenz-assoziierter
trimerischer Autotransporter; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels y2-Test nach

Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben.

Die Virulenzfaktoren extrazelluldre Serin-dhnliche Protease P2, dufleres Membranprotein P2
und die Virulenz-assoziierten trimerischen Autotransporter der Gruppe 1 bis 3 waren am engs-
ten mit der Krankheitskategorie assoziiert. In Abbildung 6 ist das Vorkommen der Isolate in
den vier Krankheitskategorien dargestellt. In Krankheitskategorie O kamen alle drei Varianten
ungefihr gleich hiufig vor. Fiir die Isolate, bei denen alle fiinf Virulenzfaktoren zusammen
nachgewiesen werden konnten, lag die Nachweisrate in Krankheitskategorie 0 bei 31,6 %. Mit
ebenfalls 31,6 % kamen die Isolate ohne den Nachweis dieser fiinf Virulenzfaktoren ebenso
hiufig vor. Fiir die Isolate mit Nachweis von einem bis vier der Virulenzfaktoren lag sie bei
36,8 %. Im weiteren Verlauf ist deutlich die gegenldufige Tendenz der drei Isolatgruppen zu
erkennen. Wihrend die Isolate ohne Nachweis der fiinf Virulenzfaktoren nur in Kategorie O bis
drei mit sinkender Tendenz nachzuweisen waren, stieg der Anteil an Isolaten mit allen Viru-
lenzfaktoren von 0 bis vier an. In Kategorie drei konnte kein Isolat ohne Virulenzfaktoren nach-
gewiesen werden, wihrend 86% der Isolate dieser Kategorie alle fiinf Virulenzfaktoren aufwie-

sen. Diese Unterschiede waren statistisch hoch signifikant.
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Abbildung 6: Nachweisrate der H. parasuis-Isolate in den einzelnen Krankheitskatego-
rien

Krankheitskategorie 0: keine Organbefunde; Krankheitskategorie 1: pathologische Organbe-
funde und Co-erreger, keine H. parasuis-spezifischen Organbefunde; Krankheitskategorie 2:

leichte H. parasuis-spezifische Organbefunde; Krankheitskategorie 3: hochgradig H. parasuis-
spezifische Organbefunde; VF: Virulenzfaktor; ***: p < 0,001.

Dargestellt sind die Isolate, aufgeteilt nach kombiniertem Vorkommen der 5 Virulenzfaktoren
(VF) extrazelluldre Serin-dhnliche Protease, duleres Membranprotein P2, sowie die Virulenz-
assoziierten trimerischen Autotransporter der Gruppe 1 bis 3 (griin: keiner der 5 VF wurde

nachgewiesen; gelb: Nachweis eines bis vier der VF; rot: alle 5 VF positiv).

4.8.3 Assoziationen mit dem Resistenzverhalten

Die Verteilung der Isolate mit vollstindigem Resistenztest erlaubte keine sinnvolle Beurteilung

der Resistenzsituation in Abhédngigkeit von der Krankheitskategorie.

4.8.4 Assoziationen mit dem beprobten Organ

Fiir die vorliegende Arbeit wurden ausschlieSlich Schweine mit H. parasuis-Nachweis verwen-
det. Dieser Nachweis konnte mit BU und/oder PCR aus Proben von oberem oder unterem Re-

spirationstrakt, Serosen, dem ZNS oder den Gelenken gefiihrt worden sein. H. parasuis konnte
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aus allen untersuchten Geweben des oberen Respirationstraktes und aus 86,4 % der Proben des
unteren Respirationstraktes isoliert oder mittels PCR nachgewiesen werden (Tabelle 21). Es
konnten fiir alle beprobten Organe au3er dem oberen Respirationstrakt signifikante Zusammen-

hinge zur Krankheitskategorie festgestellt werden.

Tabelle 21: H. parasuis positive Befunde in den beprobten Organen in Abhéiingigkeit von

der Krankheitskategorie (alle Angaben in Prozent)

Organ [n beprobt] | Gesamt | KKat(0 | KKat1 | KKat2 | KKat3 | p

ORT [n =53] 100 100 100 100 100 -

URT [n = 132] 86,4 78,9 51,9 98,1 100 <0,001
Serosen [n = 13] 61,5 0 0 0 100 0,035
ZNS [n = 54] 20,4 0 20 0 474 0,002
Gelenke [n = 44] 27,3 0 0 14,3 55,6 0,005

KKat 0: keine Organbefunde; KKat 1: Organbefunde und Co-Erreger, keine H. parasuis-Or-
ganbefunde; KKat 2: leichte H. parasuis-Organbefunde; KKat 3: hochgradig H. parasuis-spe-
zifische Organbefunde; ORT: oberer Respirationstrakt; URT: unterer Respirationstrakt; ZNS:
Zentrales Nervensystem; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels ¥2-Test nach Pear-

son berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben

4.8.5 Assoziationen mit der Tierkategorie

Zwischen der Tierkategorie und der Krankheitskategorie konnte ein signifikanter Zusammen-
hang nachgewiesen werden (p<0,001). Im Gegensatz zur Situation der Mastschweine und ins-
besondere der Absetzer war H. parasuis bei Saugferkeln nur in wenigen Féllen am Krankheits-

geschehen beteiligt (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Zusammenhang zwischen Kategorie der beprobten Tiere und Beteiligung

von H. parasuis an der Krankheitskategorie

KKat— 0 1 2 3 p

Tier-Kategorie |

Saugferkel 50,0 (37,5 6,3 6,3
Flatdeck 10,1 |15,7 39,3 34,8 < 0,001
Mast 6,5 29,0 58,1 6,5
gesamt 14,0 |21,3 39,7 25

KKat 0: keine Organbefunde; KKat 1: Organbefunde und Co-Erreger; keine H. parasuis-Or-
ganbefunde; KKat 2: leichte H. parasuis-Organbefunde; KKat 3: hochgradig H. parasuis-spe-
zifische Organbefunde; KKat: Krankheitskategorie; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wur-

den mittels y2-Test nach Pearson berechnet.

4.8.6 Assoziationen mit pathologisch-anatomischen Befunden

Ein signifikanter Zusammenhang lief} sich fiir folgende pathologisch-anatomische Befunde im
Zusammenhang mit der Krankheitskategorie nachweisen: katarrhalisch-eitrige Bronchopneu-
monie, Retraktion, fibroplastische Pleuritis und Perikarditis, Arthritis, mit Fliissigkeit gefiillte

Herzbeutel und fibrindse Pneumonie.

Fibrinose Verdnderungen der Serosen traten so selten auf, dass es keine Vergleichsgruppen in
Kategorie 0 und 1 gab. Chronische Befunde dieser pathologischen Organverdnderungen waren

hochgradig signifikant mit der Krankheitskategorie assoziiert (Tabelle 23).
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Tabelle 23: Pathologisch-anatomische Befunde der erfassten Fille in Abhéingigkeit von

der Krankheitskategorie (alle Angaben in Prozent)

Pathologisch-anatomische | gesamt | KKat 0 | KKat 1 | KKat 2 | KKat 3 | Signifikanz-
Befunde wert [p]
n 138 19 29 54 36
katarrhalisch-eitrige BP 38,9 10,5 25 61,7 34.4 < 0,001
Retraktion 27 0 17,9 25,5 53,1 < 0,001
fibroplastische Pleuritis 23,8 0 3,6 21,3 59.4 < 0,001
fibroplastische Perikarditis | 23,8 0 3,6 17 65,6 < 0,001
Arthritis 23 10,5 17,9 10,6 53,1 < 0,001
Herzbeutel gefiillt 19,8 0 10,7 17 43,8 < 0,001
Polyserositis 19 0 7,1 17 438 < 0,001
fibroplastische Peritonitis 15,1 0 5,3 12,8 37.5 < 0,001
Leptomeningitis 10,3 0 10,7 6,4 21,9 0,055
fibrindse Pneumonie 9,5 0 0 14,9 15,6 0,048
fibrinose Perikarditis 5,6 0 0 6,4 12,5 n. s.
fibrinose Peritonitis 4 0 0 6,4 6,3 n. s.
nekrotisierende Pneumonie |2,4 0 0 6.4 0 n. s.
fibrinose Pleuritis 1,6 0 0 0 6,3 n. s.

BP: Bronchopneumonie; KKat 0: keine Organbefunde; KKat 1: Organbefunde und Co-Erreger;
keine H. parasuis-Organbefunde; KKat 2: leichte H. parasuis-Organbefunde; KKat 3: hoch-
gradig H. parasuis-spezifische Organbefunde; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mit-
tels y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit ange-

geben
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5 Diskussion

Uber die Beteiligung von H. parasuis am Krankheitsgeschehen in Schweinebestinden wird seit
Jahren immer wieder berichtet (Nedbalcova et al. 2006; Quinn et al. 2011; Zimmerman et al.
2012; Aragoén et al. 2010b). Ein wesentliches Problem ist sein ubiquitires Vorkommen (Blanco
et al. 2004). So wird H. parasuis bei Untersuchungen sehr hdufig nachgewiesen, ohne jedoch
eine sichere Aussage dariiber machen zu konnen, ob er am jeweiligen Krankheitsgeschehen
beteiligt ist und, wenn ja, in welcher Weise: hauptursédchlich oder als Miterreger (Brockmeier

et al. 2002; Lappe 2011).

Es gibt Hinweise darauf, dass die Untersuchung verschiedener Virulenzfaktoren bei dieser Be-
wertung Klarheit schaffen konnte (Nedbalcova et al. 2006; Zimmerman et al. 2012). Ob es
einen dominierenden Virulenzfaktor oder begiinstigende Faktoren gibt, konnte noch nicht er-
mittelt werden (Sack und Baltes 2009; Zhou et al. 2010a). Teilweise widerspriichliche Ergeb-
nisse sind ebenfalls fiir ein und denselben Virulenzfaktor bekannt (Mullins et al. 2009; Bello-

Orti et al. 2014; Wei et al. 2014; Loera-Muro und Ramirez-Castillo 2015).

Daher war es ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit, Feldisolate von H. parasuis hin-
sichtlich ausgewihlter Virulenzfaktoren zu charakterisieren und Assoziationen zwischen diesen
Faktoren und den Krankheitsbildern der Schweine, von denen diese Isolate stammten, zu un-

tersuchen.

Zusitzlich wurde die Vielfalt an Serotypen und das Vorkommen von Resistenzen gegen anti-
mikrobielle Substanzen mituntersucht. Um den Einfluss der Produktionsintensitit der Her-
kunftsregion der Isolate mit betrachten zu konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit Isolate
aus zweli verschiedenen Einzugsgebieten mit unterschiedlicher Dichte hinsichtlich der Schwei-
nehaltung untersucht und beurteilt. Zum einen war dies Bakum (Mikrobiologisches Institut der
Stiftung TiHo Hannover, AuBenstelle fiir Epidemiologie) in Niedersachsen und zum anderen
GieBlen (Klinik fiir Schweine der JLU Giellen) in Hessen. Laut statistischem Bundesamt gilt
Niedersachsen mit 7.481 Betrieben und durchschnittlich 1.192 Schweinen pro Betrieb als
schweinedichteste Region Deutschlands. Hessen ist mit 3.450 Betrieben und 178 Schweinen
pro Betrieb epidemiologisch als eher schweinearm zu betrachten (Statistisches Bundesamt
2016). Die Isolate wurden iiber einen Zeitraum von sechs Jahren (2009 — 2015) gesammelt.
Durch die pathologisch-anatomischen Befunde und anamnestischen Parameter lag fiir die je-
weiligen Isolate ein umfassendes Arsenal an Metadaten vor. Die in der vorliegenden Arbeit

entwickelte Einteilung in vier Krankheitskategorien von 0 — 3 (0 ,,0. b. B.* bis 3 , hochgradig
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H. parasuis-spezifische Befunde*) erlaubte eine Abschitzung der Virulenz des jeweils unter-

suchten Isolates.

In dieser Arbeit wurde die DNA von 138 Isolaten von H. parasuis mittels PCR auf das Vorlie-
gen zehn ausgewihlter Virulenzfaktoren untersucht und das Ergebnis vor dem Hintergrund des
Krankheitsgeschehens der betreffenden Schweine betrachtet. Die untersuchten Virulenzfakto-
ren sind in vier Gruppen je nach Lokalisation bzw. Wirkungsweise einzuteilen: Von den Viru-
lenzfaktoren auf der Zellmembran wurden das Kapselgen capD, das Fimbriengen pilF und zwei
Gene fiir die dueren Membranproteine P2 und P5 untersucht. Von den Virulenz-assoziierten
trimerischen Autotransportern (VTAA) wurden die Gene fiir die extrazelluldre Serin-dhnliche
Protease 2 und die VTAA der Gruppen 1 bis 3, und aus der Gruppe der intrazelluldr wirksamen
Virulenzfaktoren wurden das Cytolethal Distending Toxin (CDT; Wirtszelle) und das Bakteri-

ophagengen gp36 (Bakterienzelle) untersucht.

Fiir die untersuchten Virulenzfaktoren liegen bisher verschiedene Privalenzschitzungen vor,
die sich jedoch nur auf virulente Isolate beziehen. Sie schwanken zwischen 100 % fiir die zell-
wandstidndigen Virulenzfaktoren capD sowie die duBBeren Membranproteine P2 und PS5 (Sack
2008; Mullins et al. 2009; Howell et al. 2015) und zwischen 85 bis 90 % bei den intrazellulidren
Virulenzfaktoren CDT (nur allgemein fiir die Familie Pasteurellaceae vorliegend) und dem
Bakteriophagen-Gen gp36 (Jinadasa et al. 2011; Zehr et al. 2012). Olvera et al. wiesen fiir die
VTAA der Gruppen 1 bis 3 Pridvalenzen zwischen 33 und 78 % in klinischen Isolaten nach
(Olveraet al. 2012). Letztgenannte Studie war die einzige, die auch nicht-virulente H. parasuis-
Isolate in die Arbeit mit einbezogen hat. Fiir die extrazelluldre Serin-dhnliche Protease P2 lie-
gen zurzeit noch keine Daten vor. Die hohe Privalenz der Virulenzfaktoren lief sich in vorlie-
gender Arbeit bestdtigen: Die untersuchten Virulenzfaktoren lagen mit Ausnahme des Kapsel-
gens capD, des Bakteriophagengens gp36 und der VTAA der Gruppe 2 in 70 bis 90 % der

Isolate vor.

Es gibt derzeit noch keine Studien, die sich mit den Privalenzen ausgewéhlter Virulenzfaktoren
in unterschiedlichen Regionen beschéftigt haben. In dieser Arbeit gelang der Vergleich leider
ebenfalls nur bedingt, da die Bakumer Proben im Gegensatz zu den GieB3ener Proben nur von
Schweinen mit H. parasuis-spezifischen Krankheitsanzeichen vorlagen. Der signifikant hédufi-

gere Nachweis der Virulenzfaktoren aus Bakum entsprach daher auch den Erwartungen.

Das Zusammenspiel der verschiedenen Virulenzfaktoren scheint entscheidend bei der Verbrei-
tung von H. parasuis im Organismus zu sein. Systemisch pathologisch-anatomische Verinde-

rungen werden fiir neun der zehn untersuchten Virulenzfaktoren angenommen (Kielstein und
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Rapp-Gabrielson 1992; Oliveira et al. 2003a; Costa-Hurtado et al. 2013; Zhang et al. 2014c).
Kapselgene und duflere Membranproteine sollen durch Immunevasions-Mechanismen zur Se-
rumresistenz und damit der systemischen Verbreitung von H. parasuis im Schwein fiihren
(Howell 2014; Wei et al. 2014). Die DNAse Cytolethal Distending Toxin (CDT) zeigt eine
dhnliche Wirkung durch Auslosen der Apoptose sich schnell teilender Zellen (Costa-Hurtado
und Aragdén 2013). Auch das Fimbrien-Gen pilF, sowie die Gene fiir die Virulenz-assoziierten
trimerischen Autotransporter (VTAA) der Gruppen 1 bis 3 und die extrazelluldre Serin-dhnliche
Protease P2 fiihren zu systemischer Ausbreitung im Schwein und damit zu Polyserositiden und
Arthritiden (Pina et al. 2009; Olvera et al. 2010; Xu et al. 2011). Nur das Bakteriophagen-Gen
gp36 wirkt indirekt durch Einbau verschiedener DNA-Stiicke in H. parasuis und wird deshalb

fiir die Heterogenitit in der Virulenz verantwortlich gemacht (Zehr et al. 2012).

Da in bisherigen Arbeiten noch kein dominierender oder allein verantwortlicher Virulenzfaktor
ermittelt wurde (Sack und Baltes 2009; Zhou et al. 2010a), scheint erst das Zusammenwirken
mehrerer Faktoren zur erhohten Virulenz beim Schwein zu fiihren. Als typische Befunde fiir
H. parasuis wurden die katarrhalisch-eitrige Bronchopneumonie und fibrindse Verdnderungen
bzw. im chronischen Verlauf der Erkrankung fibroplastische Verianderungen der Organe be-
schrieben (Glidsser 1910; Oliveira und Pijoan 2002). Die vorliegende Arbeit bestitigt diese Be-
funde: Fiir alle untersuchten Virulenzfaktoren konnten signifikante Assoziationen mit dem kli-
nischen bzw. pathologisch-anatomischen Status der Tiere hergestellt werden: Fiir die fibroplas-
tische Pleuritis zeigten sich signifikante Assoziationen zum Kapselgen capD und den VTAA
der Gruppen 1 bis 3. Fiir die fibroplastische Perikarditis wurden fiir alle Virulenzfaktoren bis
auf das Kapselgen und das duflere Membranprotein PS5 signifikante Assoziationen nachgewie-
sen. Fiir die fibroplastische Peritonitis waren es alle auer dem Fimbrien-Gen pilF. Dies stiitzt
die Vermutung, dass nicht ein einzelner, sondern das Zusammenspiel verschiedener Virulenz-
faktoren fiir die Ausbildung des klinischen Bildes bei Infektion mit H. parasuis entscheidend
sind (Costa-Hurtado und Aragon 2013; Wang et al. 2013; Howell 2014; Wei et al. 2014(Costa-
Hurtado und Aragén 2013; Wang et al. 2013; Howell 2014; Wei et al. 2014).

Um noch detailliertere Aussagen iiber die potentielle Virulenz des einzelnen Isolates machen
zu konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit die pathologisch-anatomischen Befunde in einen
selbst erstellten Bewertungsscore mit einbezogen. Hierbei wurde ein hoch signifikanter Zusam-
menhang zwischen dem Nachweis der folgenden fiinf Virulenzfaktoren und der Krankheitska-
tegorie hergestellt: die extrazellulidre Serin-dhnliche Protease 2, das duflere Membranprotein P2

und die VTAA der Gruppen 1 bis 3. Es gab keinen einzigen Fall in Krankheitskategorie 3, in
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dem keiner dieser fiinf Virulenzfaktoren nachgewiesen wurde. Ein umgekehrtes Bild zeigte sich
bei Krankheitskategorie 0: Wurde hier ein H. parasuis-Isolat ohne alle dieser fiinf Virulenzfak-
toren nachgewiesen, lag die Wahrscheinlichkeit bei 45 %, dass das Tier klinisch ohne beson-
deren Befund blieb. Bei Nachweis der fiinf genannten Virulenzfaktoren sank diese auf 6,8 %.
Isolate mit einem bis vier dieser fiinf Virulenzfaktoren wurden vor allem in den Krankheitska-
tegorien 1 und 2 nachgewiesen (67,5 %) und kamen nur selten in den beiden extremen Krank-
heitskategorien 0 und 3 vor. Damit konnten die fiinf genannten Virulenzfaktoren als wichtige

Grundlage der Beurteilung der Virulenz von H. parasuis nachgewiesen werden.

H. parasuis wird hdufig im Probenmaterial von Tieren mit dem Porcine Respiratory Disease
Complex nachgewiesen, seine pathogene Rolle konnte aber bis jetzt nie sicher eruiert werden
(Loera-Muro und Ramirez-Castillo 2015). Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Er-
kenntnisse bringen uns der Losung dieses Problems jedoch endlich nidher. Die Entwicklung
einer Multiplex-PCR fiir die fiinf genannten Virulenzfaktoren wird also in der Zukunft fiir die
Diagnostik von mafigeblicher Bedeutung sein. Basierend auf diesen Ergebnissen konnen be-

triebsindividuell Prophylaxe- und Therapiekonzepte erstellt werden.

Von den bisher einzeln bei H. parasuis untersuchten Virulenzfaktoren lag der Fokus vor allem
auf der Gruppe der Virulenz-assoziierten trimerischen Autotransporter (VTAA), insbesondere
denen der Gruppe 1 (Costa-Hurtado und Aragén 2013). Isolate, die diesen Virulenzfaktor tra-
gen, wurden in systemischen Lokalisationen im Schwein nachgewiesen (Pina et al. 2009). Ol-
vera et al. belegten fiir die Gruppe 1 der VT A A bereits eine verbesserte Adhédrenz an den Epithe-
lien von Lunge und ZNS (Olvera et al. 2010; Olvera et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit
wurde ein signifikantes Verteilungsungleichgewicht fiir die VTAA der Gruppe 2 beim Nach-
weis in den verschiedenen Organen festgestellt. Vor allem in Gelenken und auf den Serosen
war die Privalenz mit 80 bzw. 90 % sehr hoch. Da der Fokus der bisherigen Forschungen auf
den VTAA der Gruppe 1 lag, ist zum jetzigen Zeitpunkt wenig iiber die VTAA der Gruppe 2
bekannt. Sie wurden lediglich zusammen mit den VTAA der Gruppe 1 in systemischen Isolaten

nachgewiesen (Pina et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde des Weiteren eine signifikant geringere Assoziation der
VTAA der Gruppen 1 und 2 bei der Altersklasse Saugferkel im Gegensatz zu Aufzuchtferkeln
und Mastschweinen festgestellt. Dies bestitigt Aussagen von Blanco et al., die eine verringerte
Besiedlungsrate des Erregers durch immunkompetente Muttertiere fiir weniger Erkrankungs-
fille in dieser Altersgruppe verantwortlich machen (Blanco et al. 2004). Aber auch die Impfung

der Zuchtsauen soll zu einem spiteren Besiedeln der Ferkel und einer verbesserten
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Herdengesundheit fithren (Cerda-Cuéllar et al. 2010). Fiir die VTAA der Gruppe 3 konnten in
dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede zwischen den Altersgruppen nachgewiesen wer-
den. Dies bestitigt die Forschungsergebnisse von Olvera et al., die keine Assoziation zur Viru-
lenz von VTAA der Gruppe 3 bei H. parasuis nachweisen konnten. Da sie aber diesen Viru-
lenzfaktor in all ihren Isolaten nachweisen konnten, empfahlen sie, die VTAA der Gruppe 3 als
Kandidatengen fiir eine speziesspezifische PCR zu verwenden (Olvera et al. 2012). Diese Aus-
sage steht wiederum kontrdr zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Hier konnten die
VTAA aus Gruppe 3 nur in 83,3 % der Isolate nachgewiesen werden und sind damit fiir den

sicheren (sensitiven) Speziesnachweis nicht geeignet.

Leider war es in der vorliegenden Arbeit aufgrund der weitgehenden Co-Existenz der unter-
suchten Virulenzfaktoren innerhalb der jeweiligen Isolate nicht moglich, die Effekte einzelner
Virulenzfaktoren exakt voneinander zu trennen. Um eine exakte Kldrung der Einzelwirkung
der untersuchten Virulenzfaktoren zu erreichen, miissten letztlich Infektionsversuche mit gene-
tisch veridnderten H. parasuis-Stimmen durchgefiihrt werden, die nur noch einen einzigen iso-
lierten Virulenzfaktor exprimieren. Solche Studien sind wegen der difizilen Fragestellung, so-
wie der Schwierigkeit bei der Durchfiihrung und aufgrund tierschutzrechtlicher Aspekte aller-

dings noch nicht in Sicht.

Bei akuten Erkrankungen mit Beteiligung von H. parasuis ist der Einsatz von Antibiotika nach
wie vor unverzichtbar. Diesem sollte im optimalen Fall immer ein Resistenztest vorangehen
(Bundestierdrztekammer 2015). International wurden hierzu bislang zwei Verfahren weitge-
hend gleichwertig eingesetzt: die Agargeldiffusion und die Mikrobouillondilution (Oliveira
2007; Martin de la Fuente et al. 2007; Zhou et al. 2010b). Aufgrund widerspriichlicher Ergeb-
nisse zwischen diesen Testverfahren und auch zwischen durchfiihrenden Laboren (Oliveira
2007) schlug das Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) bereits im Jahr 2008 vor,
ein einheitliches Testverfahren fiir H. parasuis zu entwickeln (Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute 2008). In Deutschland wurde in neueren Arbeiten fiir H. parasuis die Mikro-
Bouillondilution bevorzugt (Tegeler 2013). In der vorliegenden Arbeit wurden Befunde beider
Testverfahren ausgewertet und signifikante Unterschiede in den Ergebnissen zwischen den Me-
thoden am Standort Bakum festgestellt, wo beide Verfahren nebeneinander — aber nicht fiir die
gleichen Stimme - eingesetzt wurden. Die Ergebnisse decken sich weitgehend mit Untersu-
chungsergebnissen von Priiller et al. (2017), die von der Agargeldiffusion als Testmethode ab-
raten. Zurzeit der vorliegenden Untersuchungen wurden dennoch beide Verfahren international

routinemaBig fiir H. parasuis angewandt (Zimmerman et al. 2012).
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Fir H. parasuis sind verschiedene Resistenzmuster und -raten mit deutlichen, regionalen Un-
terschieden beschrieben. So waren in einer Arbeit von Martin de la Fuente et al. (2007) alle
Isolate aus GroBbritannien sensibel auf die getesteten Antibiotika, wéhrend sich in Spanien
hohe Resistenzraten zeigten und die Isolate nur gegeniiber Florfenicol sensibel waren. Auch im
Vergleich zwischen Untersuchungen aus Didnemark von Aarestrup et al. 2004 und Nordeutsch-
land von Tegeler 2013 zeigten sich Unterschiede in den Ergebnissen zur Resistenz (Aarestrup
et al. 2004; Tegeler 2013). Allerdings ist der zeitliche Abstand zwischen diesen beiden Unter-
suchungen zu beachten. Gerade im Zeitraum der letzten 15 Jahre wurde viel {iber Antibiotika-
resistenzen diskutiert und die internationale und nationale Gesetzgebung angepasst (Europi-
sches Parlament 2003; Bundestierdrztekammer 2015). Tegeler konnte aulerdem Schwankun-
gen in der Pansensiblitit der Stimme von H. parasuis zwischen 2005 mit 27 % und 2010 mit
32,5 % feststellen. Den niedrigsten Wert erreichten die Stamme im Jahr 2009 mit nur 13,8 %
(Tegeler 2013). Im Vergleich zu diesen Ergebnissen hat sich die Resistenzsituation bei den
Isolaten der vorliegenden Arbeit mit nur noch 20 % pansensiblen Stimmen bereits deutlich
verschlechtert. Allerdings konnten in dieser Arbeit auch mehr Antibiotika nachgewiesen wer-
den, gegeniiber denen keine Resistenzentwicklung bestand: Enrofloxacin und Marbofloxacin,
die Cephalosporine Cephalothin, Ceftiofur und Cefquinom, sowie Florfenicol, Spectinomycin,
Tiamulin, und Tulathromycin. Moderate Resistenzraten bis zu 25 % zeigten sich fiir die Wirk-
stoffe Amoxicillin, Amoxicillin mit Clavulansidure, Apramycin, Clindamycin, Erythromycin
Tetracyclin und Tilmicosin. Gegen Ampicillin, Gentamicin, Neomycin, Oxacillin und Penicil-
lin waren zwischen 25 und 50 % der untersuchten Isolate resistent. Nur gegen Lincomycin und
die Trimethoprim-potenzierten Sulfonamide zeigten sich iiber 50 % der Isolate resistent. Diese

Ergebnisse decken sich in etwa mit denen von Tegeler aus 2013.

Gegen Tylosin zeigten sich alle in dieser Arbeit untersuchten Isolate resistent. Als ursidchlich
fiir diese verheerende Resistenzlage gegeniiber Tylosin gilt, dass dieser Wirkstoff bis 1999 als
Leistungsforderer eingesetzt wurde. Dieser Einsatz wurde verboten (Europdische Komission
1998). In der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 des europiischen Parlaments und des Rates sind
mittlerweile Antibiotika als Mastbeschleuniger komplett von der EU verboten worden. Das Ge-

setz gilt seit 01. Januar 2006 (Europiisches Parlament 2003).

Die schlechtere Resistenzlage im Einzugsgebiet von Bakum gegeniiber Penicillin und Genta-
micin sowie tendenziell gegeniiber Amoxicillin und Trimethoprim-potenzierten Sulfonamiden
bestitigen die Ergebnisse von Tegeler (Tegeler 2013) und Martin de la Fuente (2007). Dieses

Phinomen diirfte mit der hoheren Schweinedichte (Statistisches Bundesamt 2016) und einem
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damit einhergehenden vermehrten Einsatz von Antibiotika (Bundesamt fiir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit et al. 2014) erklédrbar sein. Gleichzeitig zeigte sich eine Tendenz fiir
hohere Resistenzraten bei Absetzern; diese Altersgruppe ist durch den Wegfall maternaler An-
tikorper und die Vermischung von Wiirfen doppelt von Infektionserregern bedroht und deshalb
besonders hiufig Ziel antibiotischer Behandlung (Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Le-

bensmittelsicherheit 2017).

Im Gesamtkontext ist die Resistenzlage von H. parasuis dennoch weitgehend als eher giinstig
zu bewerten, obwohl die ,,klassischen‘ veterindrmedizinischen Wirkstoffe bereits mit Vorsicht
zu verwenden sind. Immerhin zeigten sich in dieser Arbeit 35,6 % der Isolate nur gegen hochs-
tens eins der untersuchten Antibiotika resistent. In ihrer Arbeit stellte Tegeler fest, dass H. pa-
rasuis von allen der von ihr untersuchten Lungenpathogene (A. pleuropneumoniae, B. bron-
chiseptica, H. parasuis, P. multocida und S. suis) derjenige mit der ungiinstigsten Resistenz-
entwicklung ist (Tegeler 2013). Eine Erklarung dafiir wire dessen ubiquitidres Vorkommen
(Blanco et al. 2004). Denn bei jeder systemischen antibiotischen Behandlung muss sich H. pa-
rasuis mit dem eingesetzten Antibiotikum auseinandersetzen. Zum Wohl der Tiere muss aber
bei akuten Ausbriichen weiterhin antibiotisch behandelt werden. Auf langfristige Sicht sind
aber Prophylaxe-Mallnahmen wie besseres Betriebsmanagement bei Umstallung der Tiere und

der Hygiene im Bestand, sowie eine Impfung der Tiere zu bevorzugen.

Aussagen zur Virulenz von H. parasuis basierten bislang praktisch ausschlieBlich auf dem
Nachweis des Serotypen (Kielstein und Rapp-Gabrielson 1992; Zimmerman et al. 2012). Un-
tersuchungen zeigen, dass zwar in einzelnen Lindern bzw. Regionen unterschiedliche Seroty-
pen vorherrschen, diese aber kaum mit der Virulenz oder dem klinischen Bild korrelieren (Ara-
g6n et al. 2010b). Damit lassen sich aus dem Serotypen keine belastbaren Zusammenhénge mit
dem zu erwartenden klinischen Bild, bzw. einer Beteiligung von H. parasuis am Krankheitsge-

schehen ableiten (Zhang et al. 2014c; Zhang et al. 2014d).

In der vorliegenden Arbeit wurden bis auf die Serotypen 8 und 14 alle Serotypen im Untersu-
chungsgut nachgewiesen; teilweise auch als Mehrfachnachweis aus einem Isolat. Dabei zeigten
sich in beiden Untersuchungsgebieten zwar hoch variable Muster, aber kein vorherrschender
Serotyp. Auch vermutete Zusammenhinge zwischen Serotypen, Resistenz, Virulenz und
Krankheitsbildern konnten in vorliegender Arbeit nicht bestétigt werden, was jedoch teilweise
in der hohen Zahl an Varianten und Kombinationen begriindet lag. Anzahlen von Isolaten, die
notwendig gewesen wiren, um auch beziiglich aller vorkommenden Kombinationen aus Sero-

typen und Resistenzen bzw. Serotypen und Virulenzfaktoren statistisch relevante Aussagen zu
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erlauben, konnten in der vorliegenden Arbeit nicht realisiert werden und entsprachen auch nicht

dem Ziel.

Aufgrund der hohen Bedeutung der Impfprophylaxe in der Bekdmpfung von H. parasuis spielt
die Kenntnis des Serotyps dennoch nach wie vor eine grofle Rolle; denn fiir Deutschland stehen
derzeit lediglich zwei kommerzielle Impfstoffe mit Wirkung gegen die Serotypen 4 und 5 zur
Verfiigung, bei nur geringer Kreuzreaktivitdt mit den iibrigen Serotypen (Bak und Rijsing 2002;
Paul-Ehrlich-Institut).

Die Zeit, in der die meisten Erkrankungsfille unter Mitbeteiligung von H. parasuis auftreten,
wird auf zwei bis vier Wochen nach dem Absetzen bzw. dem Umstallen in die Mast terminiert
(Oliveira und Pijoan 2002). Der in dieser Arbeit nachgewiesene hoch signifikante Zusammen-
hang zwischen der Altersklasse der Tiere und der Krankheitskategorie bestitigt diese Aussage.
Nur 12,6 % der Saugferkel waren in den Krankheitskategorien 2 und 3 zu finden; fiir die Auf-
zuchtferkel betrug dieser Anteil 74,1 %, fiir die Mast 64,6 %. Zusétzlich wurden in der vorlie-
genden Arbeit eine katarrhalisch-eitrige Bronchopneumonie, Retraktion, Arthritis, sowie fibro-
plastische Pleuritis und Perikarditis signifikant hdufiger in der Altersgruppe Aufzucht nachge-
wiesen. Die Erregerbelastung durch H. parasuis im unteren Respirationstrakt dieser Alters-
gruppe war ebenfalls hoch signifikant. Dies bestitigt vorangegangene Veroffentlichungen, die
einen Antikorper-abhéngigen Krankheitsverlauf bei H. parasuis feststellten und das Auftreten
von Erkrankungen vor allem fiir den Aufzuchtstall beschrieben (Fittipaldi et al. 2012; Macedo
et al. 2016). Saugferkel, die sich bei der Sau infizieren, sind durch die maternalen Antikdrper
vor dem Ausbruch der Krankheit geschiitzt. Der Fokus der Krankheitsausbriiche durch H. pa-
rasuis und damit auch die Nachweishédufigkeit in den Organen durch den Erreger liegt daher
bei den Schweinen im Alter von zwei bis vier Wochen nach dem Absetzen bzw. Umstallen in
eine neue Gruppe — begriindet durch die hier entstehende immunologische Liicke (Oliveira et
al. 2003a). Auch dieser Zusammenhang konnte in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden.
Hier konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Nachweis von H. parasuis in den
untersuchten Organen und der Krankheitskategorie erbracht werden. Nur fiir den oberen Respi-
rationstrakt ergaben sich keine signifikanten Zusammenhénge, was mit dem ubiquitéren Vor-

kommen (Blanco et al. 2004) des Erregers zu erklédren sein diirfte.



DISKUSSION 79

Fazit

In der vorliegenden Arbeit konnten alle zehn untersuchten Virulenzfaktoren bei H. parasuis-
Stammen aus Deutschland nachgewiesen werden. Dies ist der erste gemeinsame Nachweis die-

ser Virulenzfaktoren von Isolaten aus Deutschland.

Bei der Diagnostik in Verdachtsfillen von H. parasuis sollte auch weiterhin auf eine Kombi-
nation von klinischer und pathologisch-anatomischer Untersuchung einerseits und dem Erre-

gernachweis aus betroffenem Gewebe andererseits zuriickgegriffen werden.

Hierbei sollten die Virulenzfaktoren in Zukunft aber viel stirker bei der Beurteilung der Patho-
genitit des Erregers und der daran orientierten Behandlung der erkrankten Schweine mit ein-
bezogen werden. Eine PCR der fiinf vorgestellten Virulenzfaktoren von Abstrichen der oberen
Atemwege kann bereits Aufschluss iiber die Bedeutung von H. parasuis als Problem im Be-

stand und damit dessen Behandlungsbediirftigkeit und Praventionswiirdigkeit geben.

Im Resistenzverhalten von H. parasuis gibt es regional stark schwankende Unterschiede, die
unter anderem auch auf das jeweils angewendete Testverfahren, auf das wir keinen Einfluss
hatten, zuriick zu fiihren sind. Es wird bereits international (CSLI) und national (Arbeitskreis
Antibiotikaresistenz der DVG) an der Etablierung eines einheitlichen Verfahrens zur Resistenz-
bestimmung von H. parasuis gearbeitet, damit es in Zukunft weniger Varianz in den Untersu-

chungsergebnissen der Empfindlichkeitstestung gibt.

Aufgrund der vielen Ausprigungen von Serotypen und der begrenzten Probenanzahl war es
nicht moglich, einen Zusammenhang zwischen Serotyp und Virulenz zu bestitigen. Aber ten-
denziell sagen die Serotypen weder iiber die Virulenz, noch iiber Antibiotikaresistenzen oder
epidemiologische Sachverhalte etwas aus. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen

somit vorangegangene Forschungsergebnisse.
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6 Zusammenfassung

Die Beteiligung von H. parasuis am Krankheitsgeschehen in Schweinebestinden wird seit Jah-
ren immer wieder diskutiert. Der Erreger kann als Kommensale, aber auch als fakultativer
Krankheitserreger das Schwein besiedeln. Dabei ist zwischen einer fibrindsen Pneumonie und
der systemischen Erkrankung, der sogenannten Glasser‘schen Krankheit zu unterscheiden. Das
Hauptproblem ist, dass es verschiedene Stimme des Erregers gibt, die sich in der klinischen
Ausprigung a- bis hochvirulent zeigen kdnnen. Hieraus ergeben sich erhebliche Probleme in
der Diagnostik, der Therapie und bei der Wirksamkeit der Impfstoffe. AuBerdem zeigt H. pa-
rasuis aullerhalb des Wirtes eine geringe Tenazitét, was zu Schwierigkeiten im Nachweis durch

bakterielle Kultur und Folgeverfahren wie Resistenztests und Serotypisierung fiihrt.

Ziel der Arbeit war es, molekulare Ursachen fiir die Auspriagung der Virulenz von H. parasuis
zu finden. In der vorliegenden Arbeit wurden 138 Isolate von H. parasuis aus deutschen Be-
trieben auf das Vorhandensein von 10 ausgewihlten moglichen Virulenzfaktoren untersucht.
Durch die pathologisch-anatomischen Befunde und anamnestischen Parameter lag fiir die je-
weiligen Isolate ein umfassendes Arsenal an Metadaten vor. Die in der vorliegenden Arbeit
entwickelte Einteilung in vier Krankheitskategorien von 0 — 3 (0 ,,0. b. B.*“ bis 3 , hochgradig
H. parasuis-spezifische Befunde*) erlaubte eine Abschitzung der Virulenz des jeweils unter-
suchten Isolates. Es wurden mittels y2-Test nach Pearson Assoziationen zwischen Serotypen,
Resistenzverhalten, Virulenzfaktoren, Organnachweisen, Tierkategorien und der Krankheitska-

tegorie untersucht.

Alle 10 Virulenzfaktoren konnten in allen beprobten Organen und Altersstufen nachgewiesen
werden. Es bestanden signifikante Zusammenhiénge zwischen dem Nachweis der Virulenzfak-
toren, den pathologisch-anatomischen Befunden, der Krankheitskategorie und dem Alter. Zu-

sammenhinge zum Resistenzverhalten bzw. zum Serotyp konnten nicht hergestellt werden.

Eine PCR, die die 5 am engsten assoziierten Virulenzfaktoren (extrazelluldre Serin-dhnliche
Protease P2, duBleres Membranprotein P2 und die Virulenz-assoziierten trimerischen Autotrans-
porter der Gruppen 1 bis 3) detektiert, kann zur Aufklidrung beitragen, ob der Erreger am Krank-

heitsgeschehen im Bestand beteiligt ist oder nur als Kommensale eine Rolle spielt.

Die gewonnenen Erkenntnisse ermoglichen die bessere Beurteilung des Erregers in Bezug auf
seine klinische Relevanz und Behandlungsmoglichkeiten und konnen in Zukunft praktisch ein-

gesetzt werden.
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7 Summary

The role of Haemophilus parasuis (H. parasuis) as a factor in diseases in pig farms has been
frequently discussed over the last decades. The agent can be a commensal in the upper respira-
tory tract or it can colonize the pig as a facultative infectious agent. Fibrinous inflammation in
pigs, called Glisser’s disease, has to be distinguished from catarrhal purulent bronchopneumo-
nia. A central issue is the range of different strains of the agent: They range from avirulent to
highly virulent. This causes massive problems in diagnostics, therapy and vaccination. Further-
more, H. parasuis shows weak tenacity outside the host. This leads to difficulties in cultivation,
antimicrobial susceptibility testing and serotyping.

The aim of the present survey was to identify molecular markers of H. parasuis in association
with virulence of field isolates. 138 strains of H. parasuis were collected from swine herds in
Germany (Lower Saxony and Hesse). H. parasuis was cultured, serotyped and screened by PCR
regarding 10 putative and potential virulence genes.

The severity of disease levels within herds varied from definite cases of commensalism to cases
with specific, high degree clinical and pathological symptoms. Individual pigs were dissected
and sampled. In this study classification from degree O to 3 (0 “without symptoms” to 3 “high-
grade of H. parasuis specific findings”) led to an assessment of the virulence of the examined
strain. Associations between serotypes, resistance, virulence factors, evidence in the organs,
category of the age of the pigs and category of illness were examined via Pearson’s y? test.

All 10 virulence factors were verified in all organs and all categories of age. There was a signi-
ficant association between virulence factors and pathologic examination as well as category of
disease and age. There was no association with serotypes or resistance to antibiotics.
Development of a PCR which can detect the five most highly associated virulence factors
(extracellular serine protease-like Protein 2, Outer Membrane Protein P2 and virulence-associ-
ated trimeric autotransporter of groups 1-3), can lead to information, if the strain is the causative
agent of the disease or just acting as a commensal.

These new findings allow a better assessment of H. parasuis in regard to its clinical outcome

and options of therapy. Thus, they can be used practically in the future.



82

ANHANG

8 Anhang

Tabelle 24: Bereits bekannte Sequenzen
Isolat-Bezeichnung | Serotyp | Autor
SHO165 5 Yue et al. 2009
29755 5 Mullins et al. 2011
Z7J0906 12 Liet al. 2012; Li et al. 2013b
Gx033 4 Lietal. 2013b
12939 1,4
SW140 2
MN-H (19851) 13
84-15995 15
Kuehn et al. 2013
SW114 3
H465 11
D74 9
174 7
SC1401 11 Dai et al. 2016

Tabelle 25: H. parasuis-Isolate aus dem Institut fiir Mikrobiologie Bakum [n=46]

Proben-ID Proben-ID-Institut | Jahr der Isolation | Ort der Isolation
B1 2133 2010 Bronchus
B2 2195 2010 Bronchus
B3 2202 2010 Bronchus
B4 2203 2010 Bronchus
B5 2232 2010 Bronchus
B6 2454 2010 Bronchus
B7 2487 2010 Bronchus
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Proben-I1D Proben-ID-Institut | Jahr der Isolation | Ort der Isolation
B8 2574 2010 Bronchus
B9 2582 2010 Bronchus
B10 2756 2010 Bronchus
B11 2849 2010 Bronchus
B12 2925 2010 Bronchus
B13 2941 2010 Bronchus
B14 2969 2010 Bronchus
B15 2971 2010 Bronchus
B16 3026 2010 Bronchus
B17 3070 2010 Bronchus
B18 3103 2010 Bronchus
B19 3117 2010 Bronchus
B20 3118 2010 Bronchus
B21 2529 2010 Bronchus
B22 2641 2010 Bronchus
B23 2204 2010 Bronchus
B24 2362 2010 Bronchus
B25 2476 2010 Bronchus
B26 2927 2010 Bronchus
B27 2147 2010 Bronchus
B28 190/11 BRO 2011 Bronchus
B29 190/11 BRU 2011 Pleura
B30 190/11 HB 2011 Perikard
B31 310/11 LU 2011 Lunge
B32 310/11 BH 2011 Peritoneum
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Proben-I1D Proben-ID-Institut | Jahr der Isolation | Ort der Isolation
B33 439/11 BRO 2011 Bronchus
B34 439/11 LU 2011 Lunge

B35 440/11 BRO 2011 Bronchus
B36 440/11 HB 2011 Perikard
B37 440/11 BH 2011 Peritoneum
B38 440/11 GE 2011 Gelenkspalt
B39 440/11 ZNS 2011 ZNS

B40 446/11 BRU 2011 Pleura

B41 446/11 ZNS 2011 ZNS

B42 2929/11 BH 2011 Peritoneum
B43 3023/11 BRU 2011 Pleura

B44 3058/11 HB 2011 Perikard
B45 2847/11 ZNS 2011 ZNS

B46 3014/11 GE 2011 Gelenkspalt

ZNS: Zentrales Nervensystem

Tabelle 26: H. parasuis -Isolate aus der KWS-S (Gielen) [n=93]

Proben-ID Proben-ID-KWS-S | Jahr der Isolation | Ort der Isolation
G001 09/0159T 2009 Tonsille
G002 09/0160T 2009 Tonsille
G003 14/0901 2014 Tonsille
G004 09/0255T 2009 Tonsille
G005 09/0591T 2009 Tonsille
G006 09/0592T 2009 Tonsille
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Proben-I1D Proben-ID-KWS-S | Jahr der Isolation | Ort der Isolation
G007 09/0593T 2009 Tonsille
G008 09/0685T 2009 Tonsille
G009 09/1006T 2009 Tonsille
G010 11/0326 2011 Tonsille
GO11 11/0328 2011 Tonsille
G012 11/1099 2011 BALF
GO13 11/1124 2011 BALF
G014 11/1155 2011 BALF
GO15 12/0074 2012 BALF
G016 12/0171 2012 BALF
G017 12/0270 2012 Lunge
GO18 12/0465 2012 BALF
GO19 12/0473 2012 BALF
G020 12/0648 2012 BALF
G021 12/0668 2012 BALF
G022 12/0871 2012 BALF
G023 12/1045 2012 BALF
G024 12/1220To 2012 Tonsille
G025 13/2387To 2013 Tonsille
G026 10/1421T 2010 Tonsille
G027 10/1422T 2010 Tonsille
G028 09/0136 Lu 2009 Lunge
G029 09/0136 T 2009 Tonsille
G030 09/0172 Lu 2009 Lunge
G031 09/0172'T 2009 Tonsille
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Proben-ID Proben-ID-KWS-S | Jahr der Isolation | Ort der Isolation
G032 09/0210 Lu 2009 Lunge
G033 09/0210 T 2009 Tonsille
G034 09/0214 Lu 2009 Lunge
G035 09/0214 T 2009 Tonsille
G036 09/0234 Lu 2009 Lunge
G037 09/0234 T 2009 Tonsille
G038 09/0328 Lu 2009 Lunge
G039 09/0328 T 2009 Tonsille
G040 09/0330 Lu 2009 Lunge
G041 09/0330 T 2009 Tonsille
G042 09/0368 Lu 2009 Lunge
G043 09/0368 T 2009 Tonsille
G046 09/0370 Lu 2009 Lunge
G047 09/0370 T 2009 Tonsille
G048 09/0371 Lu 2009 Lunge
G049 09/0371 T 2009 Tonsille
G050 09/0372 Lu 2009 Lunge
G051 09/0372' T 2009 Tonsille
G052 09/0373 Lu 2009 Lunge
G053 09/0373 T 2009 Tonsille
G054 09/0506 Lu 2009 Lunge
G055 09/0506 T 2009 Tonsille
G056 09/0590 Lu 2009 Lunge
G057 09/0590 T 2009 Tonsille
G058 09/0684 Lu 2009 Lunge
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Proben-I1D Proben-ID-KWS-S | Jahr der Isolation | Ort der Isolation
G059 09/0684 T 2009 Tonsille
G060 09/0777 Lu 2009 Lunge
G061 09/0777T 2009 Tonsille
G062 09/0840 Lu 2009 Lunge
G063 09/0840 T 2009 Tonsille
G064 09/0961 Lu 2009 Lunge
G065 09/0961 T 2009 Tonsille
G066 09/1380 Lu 2009 Lunge
G067 09/1380 T 2009 Tonsille
G068 09/1399 Lu 2009 Lunge
G069 09/1399 T 2009 Tonsille
G070 12/0432 2012 BALF
G071 12/0434 2012 Lunge
G072 12/0481 2012 BALF
G073 12/0484 2012 Lunge
G074 12/0488 2012 BALF
G075 12/0489 2012 Lunge
G076 12/0772 2012 BALF
G077 12/0773 2012 Lunge
G078 12/0933 2012 Lunge
G079 12/0269 2012 Lunge
G080 3737/1/14 2014 Bronchus
G081 4844/1/14 2014 Perikard
G082 1699/15 2015 Nasentupfer
G083 1007/13 2013 BALF
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Proben-I1D Proben-ID-KWS-S | Jahr der Isolation | Ort der Isolation
G084 1008/13 2013 BALF
G085 3378/14/1 2014 ZNS

G086 3378/14/2 2014 ZNS

G087 412/13 2013 BALF
G088 744/13 2013 BALF
G089 13/0568 2013 Gelenkspalt
G090 1840/1/15 2015 Gelenkspalt
G091 1840/2/15 2015 Gelenkspalt
G092 162/13 2013 ZNS

G093 2836/12 2012 BALF
G094 2837/12 2012 BALF
G095 2838/12 2012 BALF

BALF: Bronchio-Alveolire-Lavage-Fliissigkeit; ZNS: Zentrales Nervensystem

Tabelle 27: Auftreten der Virulenzfaktoren in Abhéngigkeit vom Serotypen

ST— [1 [2 [3 [4 [5 [6 [7 [9 [10 [11 [12 [13 [15 [mt
ges.ln] (3 |5 [1 [3 [2 [3 [3 |5 [t |2 [3 |6 [3 |5
VF |

Kapsel |1/3 [1/5 [o/1 [1/3 o5 [o3 13 25 |11 |12 |23 |2/6 o3 [4/5
CDT (33 |45 |11 (33 |2/5 23 |33 [5/5 |11 |22 |33 |e/6 [3/3 [4/5
ESPP2 |3/3 |55 |11 (33 [2/5 (33 |33 |55 [11 |22 |33 [e/6 (313 |5/5
GP36 |33 |35 |11 ]23 |25 03 |33 |35 [o/1 |22 |33 |36 [1/3 [4/5
PILF |33 |55 |11 (33 [2/5(33 |33 |55 [11 |22 |33 |e/6 (313 |5/5
OMPP2 [3/3 |5/5 |1/1 [3/3 [2/5 (33 |33 [5/5 |11 |22 [3/3 |66 [3/3 |4/5
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ST— |1 2 3 |4 5 |6 7 9 10 (11 |12 |13 |15 |nt
OMPPS |3/3 |5/5 |1/1 (3/3 |2/5 3/3 |3/3 |4/5 |1/1 |2/2 |3/3 [6/6 |3/3 |5/5
VTAAL (3/3 |5/5 |1/1 |3/3 |2/5|3/3 |3/3 |5/5 |1/1 [2/2 |3/3 |6/6 |3/3 |5/5
VTAA2 (3/3 |5/5 |1/1 |3/3 |2/5 (3/3 |3/3 |4/5 |1/1 |2/2 |3/3 |6/6 |3/3 |4/5
VTAA3 (3/3 |5/5 |1/1 |3/3 |2/5|3/3 |3/3 |5/5 |1/1 [2/2 |3/3 |6/6 |3/3 |5/5

CDT: Cytolethal Distending Toxin; ESPP2: extrazellulédre Serin-dhnliche Protease P2; ges.: ge-

samt; GP36: Bakteriophagen-Gen; nt: nicht typisierbar; OMPP: duBleres Membranprotein P;

PILF: Fimbriengen F; ST: Serotyp; VF: Virulenzfaktor; VTAA: Virulenz-assoziierter trimeri-

scher Autotransporter; angegeben sind die Gesamtfallzahlen (n) der untersuchten Serotypen

und die Anzahl positiver Virulenzgennachweise innerhalb des jeweiligen Serotyps

Tabelle 28: Vorkommen von Resistenzen gegeniiber den iiberpriiften Antibiotika ver-

teilt auf die einzeln nachgewiesenen Serotypen

ST— 1 2 3 4 5 6 7 9 11 |12 |13 |15 |nt
Bakum [n] |2 2 1 1 2 0 3 1 1 3 3 0 1
GieBen [n] |0 1 0 1 0 2 0 2 0 0 1 1 4
AB|

in beiden Herkunftsorten durchgefiihrte Resistenztests
Pen 172 10/3 (1/1 |1/2 |(1/2 [0/2 |0/3 |1/3 |0/1 |1/3 [0/4 |0/1 |1/5
AMX 0/1 |0/3 |- - 0/1 |0/1 (0/3 |02 |0/1 [O/1 |0/4 |O/1 |1/4
AMC 0/1 {0/1 (0/1 |0/2 |0/1 (02 |- 0/3 |- 0/2 10/4 |0/1 |0/4
Cefq 0/1 {0/1 (0/1 |0/2 |0/1 (02 |- 0/3 |- 0/2 10/1 |0/1 |0/4
Ceft 0/2 {0/3 |0/1 |0/2 |0/2 [0/2 |0/3 |0/3 |0/1 |0/3 [0/4 |0/1 |0O/5
TrimSulf |0/2 |2/3 |0/1 (1/2 |1/2 |[1/2 |0/3 |1/3 |0O/1 |1/3 |2/4 [0/1 |3/5
Flor 0/1 {0/1 (0/1 |02 |0/1 (02 |- 0/3 |- 0/2 |0/1 |0/1 |0/4
Enro 0/2 |{0/3 |0/1 |0/2 |0/2 [0/2 |0/3 |0/3 |0/1 |0/3 [0/4 |0/1 |0/5
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ST— 1 2 3 4 5 6 7 9 11 (12 |13 |15 |nt
Genta 02 |2/3 |0/1 |0/2 |0/2 |02 |2/3 |[1/3 |1/1 |0/3 |% |0/1 |1/5
Ery 02 |0/3 |0/1 |1/2 |0/2 |1/2 |0/3 |[1/3 |0O/1 |0/3 |0/4 |0/1 |1/5
Tetra 02 |0/3 |0/1 |0/2 |0/2 |02 |0/3 [1/3 |0/1 |0/3 |0/4 |0/1 |1/5
nur in Bakum durchgefiihrte Resistenztests
Tilm 0/1 |- 0/1 [0/1 |0/1 |- - 01 |- 02 |- - -
Tiam 0/1 |- 0/1 [0/1 |0/1 |- - 01 |- 02 |- - -
Tylo /1 |22 |- - /1 |- 3/3 |- /1 |1/1 |3/3 |- 171
Amp 172 {0/2 |0/1 |0/1 |02 |- 0/3 (1/1 |0/1 |0/3 |0/3 |- 0/1
Oxa 0/1 (02 |- - 01 |- 0/3 |- 0/1 [0/1 |0/3 |- 0/1
Ceph 0/1 |- 0/1 10/1 [0/1 |- - 0/1 |- 02 |- - -
Apra 0/2 (0/2 |0/1 |0/1 |02 |- 2/3 (0/1 |0/1 |1/3 |1/3 |- 0/1
Neo 0/2 |2/2 |0/1 |0/1 |02 |- 2/3 (1/1 [1/1 |1/3 |0/3 |- 11
Spect 0/2 (0/2 |0/1 |0/1 |02 |- 0/3 (0/1 |0/1 |1/3 |0/3 |- 0/1
Clind 0/1 |- 0/1 (0/1 |0/1 |- - 01 |- 02 |- - -
Linc 01 |22 |- - /1 |- 0/3 |- /1 [0/1 (3/3 |- 11
nur in GieBBen durchgefiihrte Resistenztests

Marbo - 0/1 |- 01 |- 01 |- 02 |- - 0/1 [0/1 |0/3
Tula - 0/1 |- 01 |- 01 |- 02 |- - 0/1 10/1 |0/3

AB: Antibiotikum; AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; AMX: Amoxicillin; Amp: Ampicillin;
Apra: Apramycin; Cefq: Cefquinom; Ceft: Ceftiofur; Ceph: Cephalothin; Clind: Clindamycin;
Enro: Enrofloxacin; Ery: Erythromycin; Flor: Florfenicol; Genta: Gentamicin; Linc: Lincomy-
cin; Marbo: Marbofloxacin; Neo: Neomycin; nt: non typeable; Oxa: Oxacillin; Pen: Penicillin;
Spect: Spectinomycin; ST: Serotyp; Tetra: Tetracyclin; Tiam: Tiamulin; Tilm: Tilmicosin;

TrimSulf: Trimethoprim-potenzierte Sulfonamide; Tula: Tulathromycin; Tylo: Tylosin; -: Test

wurde nicht durchgefiihrt;
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Tabelle 29: Resistenzen gegen die untersuchten Antibiotika bei Isolaten aus den ver-

schiedenen Tierkategorien

Antibiotikum |Saugferkel | Flatdeck | Mast p
[n=3] [n = 36] [n=35]

Penicillin 0 38,9 10 n.s
Amoxicillin 0 14,3 25 n. s
AMC 0 7,7 0 n.s
Cefquinom 0 0 0 -
Ceftiofur 0 0 0 -
TrimSulf 0 63,9 40 0,072
Florfenicol 0 0 0 -
Enrofloxacin |0 0 0 -
Gentamicin 0 30,6 20 n. s
Erythromycin |0 16,7 0 n.s
Tetracyclin 33,3 11,1 0 n.s
Tilmicosin - 16,7 0 n.s
Tiamulin - 0 0 -
Tylosin - 100 100 -
Ampicillin - 26,9 50 n.s
Oxacillin - 35,7 100 n.s
Cephalothin 0 0 0 -
Apramycin - 26,9 0 n.s
Neomycin 42,3 50 42,9 n.s
Spectinomycin |0 0 0 -
Clindamycin - 8,3 0 n.s
Lincomycin - 92,9 100 n.s
Marbofloxacin |0 0 0 -
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Antibiotikum |Saugferkel | Flatdeck | Mast p
[n=3] [n=36] [n=5]

Tulathromycin |0 0 0 -

AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; n. s.: nicht signifikant; TrimSulf: Trimethoprim-potenzierte
Sulfonamide; -: Test wurde nicht durchgefiihrt; angegeben sind die relativen Anteile (%) der
Nachweise; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels y2-Test nach Pearson berechnet;

Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben

Tabelle 30: Vorkommen von Antibiotikaresistenzen und den Virulenzfaktoren Kapsel,

GP36 und VTAA2

Virulenzfaktor | Antibiotikum p VF nicht | VF vor-
vorhanden | handen

Penicillin [n = 44] n. s. 34,5 40
Amoxicillin [n = 28] n. s. 5,6 30
AMC [n = 28] n. s. 0 18,2
TrimSulf [n = 44] n. s. 48,3 73,3
Gentamicin [n = 45] n. s. 24,1 37,5
Erythromycin [n =45] [n.s. 13,8 18,8
Tetracyclin [n = 45] n. s. 13,8 12,5

Kapsel
Tilmicosin [n = 14] n. s. 22,2 0
Ampicillin [n = 28] 0,077 16,7 50
Oxacillin [n = 15] n. s. 33,3 50
Apramycin [n = 29] n.s. 27,8 18,2
Neomycin [n = 29] n.s. 33,3 63,6
Clindamycin [n=14] |n.s. 11,1 0
Lincomycin [n = 15] n. s. 100 83,3

GP36 Penicillin [n = 44] n. s. 16,7 43.8
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Virulenzfaktor | Antibiotikum p VF nicht | VF vor-
vorhanden | handen
Amoxicillin [n = 28] n. s. 18,2 11,8
AMC [n = 28] n. s. 16,7 0
TrimSulf [n = 44] 0,057 33,3 65,6
Gentamicin [n = 45] n.s 16,7 33,3
Erythromycin [n =45] |n.s 8,3 18,2
Tetracyclin [n = 45] n.s 8.3 15,2
Tilmicosin [n = 14] - 0 14,3
Ampicillin [n = 28] 0,074 100 23,1
Oxacillin [n = 15] n. s 100 30,8
Apramycin [n = 29] n.s 0 25,9
Neomycin [n = 29] n.s 100 40,7
Clindamycin [n = 14] |- 0 7,1
Lincomycin [n = 15] n.s 100 92,3
Penicillin [n = 44] n. s 0 40
Amoxicillin [n = 28] n. s 0 28,6
AMC [n = 28] n. s 0 6,9
TrimSulf [n = 44] n.s 25 60
Gentamicin [n = 45] n.s 0 31,7
VTAA2 Erythromycin [n =45] |n.s 0 17,1
Tetracyclin [n = 45] n. s 25 12,2
Tilmicosin [n = 14] - 0 14,3
Ampicillin [n = 28] - 0 28,6
Oxacillin [n = 15] - 0 40
Apramycin [n = 29] - 0 24,1
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Virulenzfaktor | Antibiotikum

VF nicht

vorhanden | handen

VF vor-

Neomycin [n = 29] - 0 44,8
Clindamycin [n = 14] |- 0 7,1
Lincomycin [n = 15] - 0 93,3

AMC: Amoxicillin-Clavulansdure; GP36: Bakteriophagen-Gen; n. s.: nicht signifikant; Trim-
Sulf: Trimetoprim-potenzierte Sulfonamide; VF: Virulenzfaktor; VTAA: Virulenz-assoziierter
trimerischer Autotransporter; -: Test wurde nicht durchgefiihrt; angegeben sind die relativen

Anteile (%) der Nachweise; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels y?-Test nach

Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben

Tabelle 31: Positive Erreger-Nachweise in den Organen verteilt auf die Krankheitskate-

gorie bei H. parasuis-positiven Tieren

Positiver Erreger- | ges. ges. KKat 0 | KKat 1 |KKat 2 |KKat3 |p
NWim Organ ] [[%]  [[%] (%] [[%] |[%]
Tonsille
A. pleuropneumoniae | 11 21,2 0 20 36,4 0 0,069
P. multocida 3 23,1 0 28,6 33,3 0 n.s
M. hyopneumoniae |3 5,9 0 6,7 9,5 0 n.s
Lunge
A. pleuropneumoniae | 3 2,3 0 3,7 3,8 0 n.s
P. multocida 23 17,6 0 11,1 22,6 25 0,072
B. bronchiseptica 19 14,5 5,3 14,8 22,6 6,3 n. s.
S. suis 22 16,8 0 29,6 18,9 12,5 0,055
a-hdm. S. 46 35,1 57,9 59,3 22,6 21,9 0,001
B-ham. S. 9 6,9 0 7,4 13,2 0 0,069
y-hdam. S. 12 9,2 21,1 7.4 3.8 12,5 n. s.
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Positiver Erreger- | ges. ges. KKat 0 | KKat 1 |KKat 2 | KKat3 |p
NW im Organ [n] [%] [%] [%] [%] [%]
T. pyogenes 3 2,3 0 0 5,7 0 n.s
P. aeruginosa 14 10,7 15,8 25,9 5,7 3,1 0,015
Proteus sp. 8 6,1 10,5 0 94 3,1 n.s
Sonstige 24 18,3 474 33,3 9.4 3,1 < 0,001
SIvV 10 10,2 0 19 15 0 0,072
PRRSV EU 27 23,7 33,3 12,5 22,5 31,6 n.s
PRRSV US 18 15,8 5,6 25 15,1 15,8 n. s
PCV2 29 26,1 16,7 54,2 24 5.3 0,002
M. hyopneumoniae 15 13,2 5,6 8 20 9.5 n.s
M. hyorhinis 20 37 28,6 12,5 47,8 37,5 n.s
Chlamydia sp. 1 9.1 0 0 11,1 0 n.s
Serosen
S. suis 6 15,4 0 100 26,7 4,3 0,010
o-ham. S. 1 2.5 0 0 0 4,3 n.s
B-ham. S. 1 2,6 0 0 6,7 0 n.s
y-hdam. S. 0 0 0 0 0 0 -
Sonstige 2 5,1 0 0 0 8,7 n.s
ZNS
S. suis 7 13 0 50 9,5 0 0,001
o-ham. S. 6 11,1 0 30 30 0 n. s
B-hdm. S. 5 9,3 0 0 14,3 10,5 n.s
y-hdam. S. 6 11,1 0 0 19 10,5 n.s
T. pyogenes 2 3,7 50 0 0 0 < 0,001
P. aeruginosa 3 5,6 25 0 9,5 0 n.s
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Positiver Erreger- | ges. ges. KKat 0 | KKat 1 |KKat 2 | KKat3 |p

NW im Organ [n] [%] [%] [%] [%] [%]

Proteus sp. 5 7.4 0 0 19 0 n. s.

Sonstige 20 37,1 75 70 23,8 31,6 n.s.
Gelenk

M. hyosynoviae 4 100 - 100 100 - -

M. hyorhinis 1 20 - 0 25 - 0,8

S. suis 5 11,4 0 40 0 5,6 0,013

a-hdm. S. 7 15,9 100 30 14,3 0 0,001

B-hdm. S. 1 23 0 10 0 0 n. s.

y-hdm. S. 0 0 0 0 0 0 -

T. pyogenes 0 0 0 0 0 0 -

P. aeruginosa 4 9,1 100 0 14,3 0 < 0,001

Proteus sp. 2.3 0 1 0 0 0 n. s.

Sonstige 18 40,9 100 70 14,3 38,9 0,015

A.: Actinobacillus; B: Bordetella; KKat 0: keine Organbefunde; KKat 1: Organbefunde und
Co-Erreger; keine H. parasuis-Organbefunde; KKat 2: leichte H. parasuis-Organbefunde;
KKat 3: hochgradig H. parasuis-spezifische Organbefunde; M.: Mycoplasma; n. s.: nicht sig-
nifikant; NW: Nachweis; P.: Pasteurella; PCV2: Porcine Circovirus Typ 2; PRRSV: Porzines
Reproduktives und Respiratorisches Syndrom Virus; S. Streptococcus; SIV: Schweine-In-
fluenza Virus; sp.: Spezies; T: Trueperella; ZNS: Zentrales Nervensystem; a-hdm. S.: a-hdmo-
lysierende Streptokokken; B-hdm. S.: B-hdmolysierende Streptokokken; y-hdam. S.: y- hdmoly-
sierende Streptokokken; -: Test wurde nicht durchgefiihrt; angegeben sind die relativen Anteile
(%) der Nachweise; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wurden mittels y2-Test nach Pearson

berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit angegeben
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Tabelle 32: Positive Erreger-Nachweise in den Organen verteilt auf die Tierkategorie

Positiver Erreger- ges. ges. Saugferkel | Flatdeck | Mast
NWim Organ [n] [%] [%] [%] [%] ’
Tonsille
A. pleuropneumoniae 11 21,2 0 8,7 50 0,001
P. multocida 3 23,1 30 0 23,1 n. s
M. hyopneumoniae 3 59 0 0 16,7 0,054
Lunge
A. pleuropneumoniae 3 2.3 0 1,1 7,1 n. s
P. multocida 23 17,6 0 17,2 28,6 0,056
B. bronchiseptica 19 14,5 6,3 18,4 7,1 n. s
S. suis 22 16,8 12,5 16,1 21,4 n.s
a-hdm. S. 46 35,1 56,3 32,2 32,1 n.s
B-hdam. S. 9 6,9 0 5,7 14,3 n.s
y-hdam. S. 12 9,2 12,5 6,9 14,3 n.s
T. pyogenes 3 2,3 0 34 0 n.s
P. aeruginosa 14 10,7 25 10,3 3,6 n. s
Proteus sp. 8 6,1 0 5,7 10,7 n. s
Sonstige 24 18,3 56,3 11,5 17,9 |<0,001
SIvV 10 10,2 0 15,6 0 0,052
PRRSV EU 27 23,7 33,3 27,8 10 n.s
PRRSV US 18 15,8 0 20,8 10 n.s
PCV2 29 26,1 36,4 23,9 27,6 n.s
M. hyopneumoniae 15 13,2 0 9,6 27,6 0,019
M. hyorhinis 20 37 0 43,5 0 0,063
Chlamydia sp. 1 9.1 - 0 14,3 n. s
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Positiver Erreger- ges. ges. Saugferkel | Flatdeck | Mast
NWim Organ [n] [%] [%] [%] [%] ’
Serosen
S. suis 6 15,4 - 13,5 50 n.s
o-ham. S. 1 2.5 - 2,7 0 n. s
B-hdm. S. 1 2,6 - 2,7 0 n. s
y-hdm. S. 0 0 - 0 0 -
Sonstige 2 5,1 - 5,4 0 n. s
ZNS
S. suis 7 13 28,6 10,5 11,1 n.s
a-him. S. 6 11,1 57,1 0 222 |<0,001
B-hdam. S. 5 9,3 0 7.9 22,2 n.s
y-hdm. S. 6 11,1 0 53 444 0,002
T. pyogenes 2 3,7 0 5,3 0 n. s
P. aeruginosa 3 5,6 0 2,6 22,2 0,055
Proteus sp. 5 7.4 0 10,5 0 n. s
Sonstige 20 37,1 57,1 39,5 11,1 n.s
Gelenk
M. hyosynoviae 4 100 100 100 - -
M. hyorhinis 1 20 50 0 - n.s
S. suis 5 11,4 28,6 5.9 33,3 n.s
a-him. S. 7 15,9 42,9 11,8 0 n.s
B-hdm. S. 1 23 14,3 0 0 n.s
y-hdm. S. 0 0 0 0 0 -
T. pyogenes 0 0 0 0 0 -
P. aeruginosa 4 9,1 26,4 5,9 0 n. s
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Positiver Erreger- ges. ges. Saugferkel | Flatdeck | Mast
. P
NWim Organ [n] [%] [%] [%] [%]
Proteus sp. 2,3 0 0 2.9 0 n. s
Sonstige 18 40,9 85,7 35,3 0 0,016

A.: Actinobacillus; B: Bordetella; NW: Nachweis; ges: gesamt; M.: Mycoplasma; n. s.: nicht

signifikant; P.: Pasteurella; PCV?2: Porcine Circovirus Typ 2; PRRSV: Porzines Reproduktives

und Respiratorisches Syndrom Virus; S. Streptococcus; SIV: Schweine-Influenza Virus; T:

Trueperella; a-ham. S.: a-hdmolysierende Streptokokken; -hdm. S.: f-hdmolysierende Strep-

tokokken; y-hdm. S.: y- hamolysierende Streptokokken; -: Test wurde nicht durchgefiihrt; an-

gegeben sind die relativen Anteile (%) der Nachweise; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wur-

den mittels y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit

angegeben

Tabelle 33: Verteilung der Virulenzfaktoren auf das pathologisch-anatomische Bild

Virulenzfaktor | pathologisch-anatomischer |p VF nicht | VF vor-
Befund vorhanden | handen
Retraktion 0,099 23 35,9
katarrhalisch-eitrige BP 0,398 40,2 35,9
fibrindse Pneumonie 0,295 8 12,8
nekrotisierende Pneumonie 0,325 2.4 0
sonstige Pneumonie 0,525 1,1 2,8

Kapsel Herzbeutel gefiillt 0,198 17,2 25,5
fibrinose Pleuritis 0,525 1,1 1,1
fibroplastische Pleuritis 0,03 18,4 35,9
fibrinose Perikarditis 0,373 4.6 7,7
fibroplastische Perikarditis 0,075 19,5 33,3
fibrinGse Peritonitis 0,493 34 5,1
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Virulenzfaktor | pathologisch-anatomischer |p VF nicht | VF vor-
Befund vorhanden | handen
fibroplastische Peritonitis 0,008 9,2 28,2
Polyserositis 0,068 14,9 28,2
Leptomeningitis 0,062 6,9 17,9
Arthritis 0,58 23 23,1
Retraktion 0,156 16,7 294
katarrhalisch-eitrige BP 0,465 41,7 38,2
fibrindse Pneumonie 0,069 0 11,8
nekrotisierende Pneumonie 0,527 0 29
sonstige Pneumonie 0,654 0 2
Herzbeutel gefiillt 0,023 4,2 23,5
fibrinose Pleuritis 0,654 0 2

CDT fibroplastische Pleuritis 0,036 8,3 27,5
fibrinose Perikarditis 0,601 4,2 5,9
fibroplastische Perikarditis 0,001 0 29,4
fibrinGse Peritonitis 0,659 4,2 3,9
fibroplastische Peritonitis 0,013 0 18,6
Polyserositis 0,003 0 23,5
Leptomeningitis 0,055 0 12,7
Arthritis 0,044 8,3 26,5
Retraktion 0,102 13,6 29.4
katarrhalisch-eitrige BP 0,316 31,8 40,2

ESPP2 fibrinose Pneumonie 0,331 4.5 10,8
nekrotisierende Pneumonie 0,554 0 29
sonstige Pneumonie 0,675 0 2
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Virulenzfaktor | pathologisch-anatomischer |p VF nicht | VF vor-
Befund vorhanden | handen
Herzbeutel gefiillt 0,147 9.1 21,8
fibrinose Pleuritis 0,675 0 2
fibroplastische Pleuritis 0,182 13,6 25,5
fibrinose Perikarditis 0,245 0 6,9
fibroplastische Perikarditis 0,014 4,5 27,5
fibrinGse Peritonitis 0,37 0 4,9
fibroplastische Peritonitis 0,022 0 17,6
Polyserositis 0,04 4,5 22,5
Leptomeningitis 0,382 4.5 9.8
Arthritis 0,022 4,5 25,5
Retraktion <0,001 6,5 38
katarrhalisch-eitrige BP 0,147 31,9 43
fibrinose Pneumonie 0,104 4,3 2,7
nekrotisierende Pneumonie 0,243 0 3,8
sonstige Pneumonie 0,391 0 2,5
Herzbeutel gefiillt 0,201 14,9 22,8
fibrinose Pleuritis 0,609 2,1 1,3

GP36
fibroplastische Pleuritis 0,053 14,9 29,1
fibrinose Perikarditis 0,478 4,3 6,3
fibroplastische Perikarditis 0,019 12,8 30,4
fibrindse Peritonitis 0,269 6,4 2,5
fibroplastische Peritonitis 0,001 2,1 22,5
Polyserositis 0,25 14,9 21,5
Leptomeningitis 0,016 2,1 15,2
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Virulenzfaktor | pathologisch-anatomischer |p VF nicht | VF vor-
Befund vorhanden | handen
Arthritis 0,027 12,8 29,1
Retraktion 0,051 6,7 29.4
katarrhalisch-eitrige BP 0,562 40 38,5
fibrin6se Pneumonie 0,197 0 11
nekrotisierende Pneumonie 0,677 0 2,8
sonstige Pneumonie 0,772 0 1,8
Herzbeutel gefiillt 0,165 6,7 21,1
fibrinose Pleuritis 0,772 0 1,8

PILF fibroplastische Pleuritis 0,088 6,7 25,7
fibrinose Perikarditis 0,396 0 6,4
fibroplastische Perikarditis 0,014 0 26,6
fibrinose Peritonitis 0,519 0 4,6
fibroplastische Peritonitis 0,081 0 16,5
Polyserositis 0,032 0 22
Leptomeningitis 0,227 0 10,1
Arthritis 0,114 6,7 23,9
Retraktion 0,095 13,6 29,8
katarrhalisch-eitrige BP 0,494 36,4 394
fibrindse Pneumonie 0,089 0 11,5
nekrotisierende Pneumonie 0,559 0 2,9

OMPP2
sonstige Pneumonie 0,68 0 1,9
Herzbeutel gefiillt 0,036 4,5 23,1
fibrinose Pleuritis 0,68 0 1,9
fibroplastische Pleuritis 0,059 9,1 26,9
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Virulenzfaktor | pathologisch-anatomischer |p VF nicht | VF vor-
Befund vorhanden | handen
fibrinose Perikarditis 0,252 0 6,7
fibroplastische Perikarditis 0,001 0 28,8
fibrinose Peritonitis 0,377 0 4,8
fibroplastische Peritonitis 0,019 0 18,3
Polyserositis 0,006 0 23,1
Leptomeningitis 0,072 0 12,5
Arthritis 0,07 9,1 26
Retraktion 0,146 12,5 28,4
katarrhalisch-eitrige BP 0,341 31,3 40,4
fibrin6se Pneumonie 0,526 6,3 10,1
nekrotisierende Pneumonie 0,661 0 2,8
sonstige Pneumonie 0,759 0 1,8
Herzbeutel gefiillt 0,123 6,3 22
fibrindse Pleuritis 0,759 0 1,8

OMPP5 fibroplastische Pleuritis 0,464 18,8 23,9
fibrinose Perikarditis 0,374 0 6,4
fibroplastische Perikarditis 0,071 6,3 25,7
fibrinose Peritonitis 0,498 0 4,6
fibroplastische Peritonitis 0,07 0 16,5
Polyserositis 0,14 6,3 21,1
Leptomeningitis 0,176 0 11
Arthritis 0,011 0 26,6
Retraktion 0,011 10 32,3

VTAAI
katarrhalisch-eitrige BP 0,086 26,7 42,7
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Virulenzfaktor | pathologisch-anatomischer |p VF nicht | VF vor-
Befund vorhanden | handen
fibrinose Pneumonie 0,168 3,3 11,5
nekrotisierende Pneumonie 0,439 0 3,1
sonstige Pneumonie 0,579 0 2,1
Herzbeutel gefiillt 0,005 33 25
fibrinose Pleuritis 0,579 0 2,1
fibroplastische Pleuritis 0,007 6,7 29,2
fibrinose Perikarditis 0,471 3,3 6,3
fibroplastische Perikarditis 0,001 3,3 30,2
fibrinose Peritonitis 0,342 6,7 3,1
fibroplastische Peritonitis 0,004 0 19,8
Polyserositis 0,007 3.3 24
Leptomeningitis 0,024 0 13,5
Arthritis 0,002 3,3 29,2
Retraktion 0,029 15 32,6
katarrhalisch-eitrige BP 0,054 27,5 442
fibrin6se Pneumonie 0,2 5 11,6
nekrotisierende Pneumonie 0,314 0 3,5
sonstige Pneumonie 0,464 0 2,3

VTAA2 Herzbeutel gefiillt 0,12 12,5 233
fibrinose Pleuritis 0,464 0 2.3
fibroplastische Pleuritis 0,032 12,5 29,1
fibrinose Perikarditis 0,286 2.5 7
fibroplastische Perikarditis 0,002 7,5 314
fibrindse Peritonitis 0,49 2,5 4,7
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Virulenzfaktor | pathologisch-anatomischer |p VF nicht | VF vor-
Befund vorhanden | handen
fibroplastische Peritonitis 0,004 2,5 20,9
Polyserositis 0,004 5 25,6
Leptomeningitis 0,358 7.5 11,6
Arthritis 0,042 12,5 27,9
Retraktion 0,189 17,4 29,1
katarrhalisch-eitrige BP 0,421 34,8 39,8
fibrinose Pneumonie 0,314 4,3 10,7
nekrotisierende Pneumonie 0,543 0 29
sonstige Pneumonie 0,667 0 1,9
Herzbeutel gefiillt 0,029 4,3 23,3
fibrinose Pleuritis 0,667 0 1,9

VTAA3 fibroplastische Pleuritis 0,01 4,3 28,2
fibrinose Perikarditis 0,624 4,3 5,8
fibroplastische Perikarditis 0,001 0 29,1
fibrinose Peritonitis 0,642 4,3 3,9
fibroplastische Peritonitis 0,015 0 18,4
Polyserositis 0,004 0 23,3
Leptomeningitis 0,063 0 12,6
Arthritis 0,012 4,3 27,2

BP: Bronchopneumonie; CDT: Cytolethal Distending Toxin; ESPP2: extrazelluldre Serin-ihn-
liche Protease P2; GP36: Bakteriophagen-Gen; OMP: duleres Membranprotein; PILF: Fimbri-
engen F; VF; Virulenzfaktor; VTAA: Virulenz-assoziierter trimerischer Autotransporter; ange-
geben sind die relativen Anteile (%) der Nachweise; die jeweiligen Signifikanzwerte (p) wur-
den mittels y2-Test nach Pearson berechnet; Unterschiede an der Signifikanzgrenze wurden mit

angegeben
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8.1.1

Chemikalien
2x Multiplex Mastermix Kit:
EDTA:

Essigsdure:

Instant Virus RNA Kit:

Langenstandard, 100bp Marker:

Midori Green Advance:
Primer:

RNAse freies Wasser:
Saccharose:

SeaKem® LE Agarose:

Tris:

Qiagen (Hilden, GER)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)
Analytik Jena (Hilden, GER)

Life Technologies (Carlsbad, USA)
Biozym (Hessisch Oldendorf, GER)
Biolegio (Nijmegen, NL)

Analytik Jena (Jena, GER)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)
Biozym (Hessisch Oldendorf, GER)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, GER)
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8.1.2

8.1.3

Losungen und Puffer

2xMM:

Binding Solution RBS
Lysis Solution RL
Washing Solution (HS)
Washing Solution (LS)
1,5 %iges Agarosegel
Agarose

IXTAE

Midori-Green
Auftragspuffer
Orange G

Saccharose

1x TAE
Tris
Essigsiure
EDTA

1x TE
Tris

EDTA

Geriite

Digitale Geldokumentation:

Fotokamera:
Elektrophoresekammer:
Gradientencycler:
Kugelmiihle:
Mikrowelle:

HotStar Tag® DNA Polymerase

Multiplex PCR Buffer

dNTP Mix

Instant Virus RNA Kit®; Analytic Jena (Jena, GER)
Instant Virus RNA Kit®; Analytic Jena (Jena, GER)
Instant Virus RNA Kit®; Analytic Jena (Jena, GER)
Instant Virus RNA Kit®; Analytic Jena (Jena, GER)

3g
200 ml
10 ul

0,03 g
25¢g
ad 10 ml mit Aq. bidest.

40 mM
20 mM
1 mM

10 mM
1 mM

BioDocAnalyze Ti5; Biometra (Gottingen, GER)
Canon G2 Power Shot; Cannon Inc (Tokia, JPN)
Horizon®358; Life Technologies™ (Carlsbad, USA)
Tgradient; Biometra (Gottingen, GER)

MM300; Retsch GmbH (Haan, GER)

HF1210; Siemens AG (Miinchen, GER)
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® Photometer:

® Spannungsversorgung:

® Thermocycler:
® Vortexer:
® Zentrifuge:

® Zentrifuge:

NanoDrop 1000; Peglab (Erlangen, GER)

Ultrospec 1100pro; Biochrom (Camebridge, UK)
NanoDrop 2000c; Thermo Fisher Scientific (Wilmington,
USA)

Whatman PS 304; Biometra (Gottingen, GER)
Tpersonal; Biometra (Gottingen, GER)

Vortex Genie 2; VWR, (Radnor, USA)

Biofuge® fresco; Heraeus (Hanau, GER)

Micro Centrifuge, SD 220; Roth (Karlsruhe, GER)

8.1.4 Datenbanken und Computerprogramme

® Gensequenzrecherche:

NCBI-Datenbank; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

® Gelbildbearbeitung und -auswertung:  GIMP 2.8; https://www.gimp.org

® Primerdesign:

OLIGO 4.0; Molecular Biology Insights
(Vondelpark, USA)

e graphische Darstellung der Ergebnisse: Microsoft Excel 2013; Microsoft Corporation

e Statistische Auswertung:

® Textbearbeitung:

(Redford, USA)

IBM SPSS IBM Statistics; IBM Deutschland
GmbH (Ehningen, GER)

Microsoft Word 2013; Microsoft Corporation
(Redford, USA)
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