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1 Einleitung

Das Porcine Circovirus vom Typ 2 (PCV-2) verursacht weltweit grof3e wirtschaftliche

Verluste in der Schweineproduktion (Armstrong und Bishop, 2004).

PCV-2 gilt als essentieller Erreger einer Reihe von Schweinekrankheiten, die heute
allgemein unter dem Begriff PCVD (Allan et al., 2002; Segales et al., 2005a) bzw.
PCVAD (AASV, 2007), zusammengefasst werden.

Hierzu gehoren insbesondere das Post-Weaning Multisystemic Wasting Syndrome
(PMWS) (Harding, 1996), das Porcine Dermatitis und Nephropathie Syndrome
(PDNS) (Seagales et al., 1998), sowie respiratorische Probleme (Pesch et al., 2000)

und Reproduktionsstérungen (Pensaert et al., 2001).

In Deutschland wurde PCV-2 erstmals im Jahre 1998 nachgewiesen (Hinrichs et al.,
1999). Allerdings zeigen retrospektive Untersuchungen mittels Immunfluoreszenz-
Antikérpernachweis, dass PCV-2 bereits im Jahr 1962 bei deutschen Schweinen vor-
lag (Kruiger, 2005). In weiteren retrospektiven, serologischen Studien wurden PCV-2-
spezifische Antikérper in Proben aus dem Jahr 1969 nachgewiesen (Rodriguez-
Arrioja et al., 2003; Sanches et al., 2001; Laborque et al., 2000). Aus diesen friihen
Zeitraumen der PCV-2-Geschichte liegen jedoch kaum Untersuchungen zu Prava-

lenzen vor.

Aktuelle Studien gehen bei Untersuchungen von Hausschweinen mittels PCR von
Pravalenzen zwischen 60 und 95,7 % aus (Schmoll, 2008; Vorbucher, 2000).

Bei Wildschweinen wurden Antikérper gegen PCV-2 bereits in mehreren Landern per
Serologie (Belgien: Sanchez et al., 2001a; Spanien: Vicente et al., 2004; Ruiz-Fons
et al., 2006; Tschechien: Sedlak et al., 2008) nachgewiesen. AuRerdem fanden Stu-
dien zur Pravalenz mit Hilfe des direkten Antigennachweises und tber den Nachweis
von viraler DNA statt (Spanien: Vicente et al., 2004; Deutschland: Knell et al., 2005b;
Ungarn: Csagola et al., 2006). Die Seropravalenzen lagen bei den Untersuchungen
zwischen 20 und 40 %. Dies spricht fur eine weite Verbreitung von PCV-2 innerhalb
der Wildschweinpopulation (Ruiz-Fons et al., 2008). Obwohl eine relativ hohe Serop-

ravalenz bei den Wildschweinen vorherrscht, sind PMWS-Faélle bei Wildschweinen
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selten und beziehen sich meist nur auf einzelne Tiere oder kleine Gruppen (Nord-
amerika: Ellis et al., 2003; Deutschland: Schulze et al., 2003; Spanien: Vicente et al.,
2004; Kroatien: Lipej et al., 2008; Griechenland: Sofia et al., 2008; Italien: Petrini et
al., 2009).

Serologische Untersuchungen oder der Nachweis von PCV-2-DNA mittels konventi-
oneller PCR lassen sich aufgrund der hohen Inzidenz von subklinischen Infektionen
bei Hausschweinen kaum fir die Diagnostik von PCVD heranziehen (LaRochelle et
al., 2003). Antikérper werden erst ein bis zwei Wochen nach Erregerkontakt ausge-
bildet und bleiben noch monatelang nach Abklingen der Krankheit nachweisbar. Die
konventionelle PCR weist schon friih im Infektionsgeschehen positive Tiere nach;
allerdings korreliert der Nachweis nicht mit dem Auftreten klinischer Krankheitssymp-
tome, weil schon geringe Mengen an Virus DNA zum Nachweis ausreichen (weniger
als 10 Virusgenome pro Ansatz). In mehreren Studien wurden allerdings Assoziatio-
nen zwischen PCVD und Erregermenge nachgewiesen (Brunborg et al., 2004; Olve-
ra et al., 2004; Segales et al., 2005b). Daher kommt dem quantitativen Erregernach-
weis von PCV-2 eine ungleich héhere diagnostische Aussagekraft hinsichtlich PCVD

ZU.

Bei Wildschweinen liegen bislang nur wenige Daten bezlglich des PCVD-Status und
der PCV-2-Belastung vor. Auch bleibt bislang verborgen, ob Wildschweine als Re-
servoir fir PCV-2 angesehen werden missen, oder ob in irgendeiner Weise eine
Ubertragung zwischen Haus- und Wildschwein mgglich und von Bedeutung ist. Da-
her ist es Ziel dieser Arbeit, die PCV-2-Belastung bei Wildschweinen aus deutschen
Revieren zu untersuchen, den PCVD-Status zu bestimmen und auf der Basis von
Sequenzanalysen eine Aussage uber den Austausch von PCV2 zwischen Haus- und

Wildschwein vorzunehmen.
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2 Literaturtibersicht

2.1 Historie

Mittlerweile z&hlt das porcine Circovirus 2 zu den wichtigsten wirtschaftlichen Fakto-
ren in der Schweineproduktion. Weltweit entstehen groRe Verluste durch Erkrankun-
gen, die mit PCV-2 assoziiert sind (Armstrong und Bishop, 2004).

Tischer et al. entdeckten bereits im Jahre 1974 in einer permanenten porcinen Nie-
renzelllinie (PK-15) eine apathogene Kontaminante und beschrieben sie als picorna-
like particles.

In den folgenden Jahren untersuchten Tischer et al. das neu entdeckte Virus und
fanden ein ringférmiges, einzelstrangiges Genom und bezeichneten es daher als
porcines Circovirus (Tischer et al., 1982). Bei serologischen Studien in den 80er Jah-
ren im Norden und Osten Deutschlands, fand sich in der Schweinepopulation eine

hohe Seropravalenz fir das damals entdeckte Circovirus (Tischer et al., 1986).

Aufgrund dieser Ergebnisse und fehlender Hinweise auf eine Bedeutung im Krank-
heitsgeschehen bei serologisch positiven Tieren, kamen Tischer et al. (1986) zum
Schluss, dass es sich um ein apathogenes Virus handeln musse (Tischer et al.,
1986).

Wenige Jahre spéter (1991) wurde bei einer Sauenherde in Saskatchewan, Kanada,
erstmals das Krankheitsbild des PMWS beschrieben (Harding 1996, Clark 1996). Die
Krankheit betraf vor allem L&ufer und Aufzuchtschweine. Bei diesen Tieren wurde
klinisch Kimmern, Blésse sowie vereinzelt Ikterus beobachtet. Bei der pathologi-
schen Untersuchung wurden bei allen Tieren gleichartige Lasionen in den lymphati-
schen Organen gefunden — es handelt sich dabei vor allem um eine Lymphozyten-
depletion. Erst 1997 gelang es Clark, bei den erkrankten Tieren das porcine Circovi-
rus nachzuweisen. Beim Vergleich der Nukleotidsequenzen des apathogenen
porcinen Circovirus mit dem aus den erkrankten Schweinen isolierten porcinen Cir-
covirus fielen groBe Unterschiede auf. Die PCV-2-Nukleotidsequenzen aus PMWS

erkrankten Tieren wiesen untereinander eine Homologie von 96 % auf, im Vergleich
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zu den Sequenzen aus der PK-15-Zelllinie betrug die Homologie 80 % (Hamel et al.,
1998; Meehan et al. 1998; Morozov, 1998).

1998 gelang es Hinrichs et al. erstmals in Deutschland PCV-2 mittels PCR nachzu-
weisen (Hinrichs et al., 1999). Dies flhrte zur Unterscheidung in das apathogene
PCV-1 und das pathogene PCV-2 (Allan et al, 1999). Weltweit registrierte man in den
nachsten Jahren zahlreiche PMWS-Ausbriche. Parallel zu PMWS wurden weitere

mit PCV-2 assoziierte Krankheiten beschrieben:

- Porcines Dermatitis und Nephropathie Syndrom (PDNS) (Segales et al.,
1998a; Rosell et al., 2000b)

- Proliferative Nekrotisierende Pneumonie (PNP) (Pesch et al., 2000; Allan und
Ellis, 2000; Rosell et al., 2000b)

- PCV-2-assoziierte Reproduktionsstérungen (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2001;
O Connor et al., 2001; West et al., 1999)

- PCV-2-induzierter kongenitaler Tremor (Stevenson et al., 2001)

- PCV-2-assoziierte zerebelldre Enzephalopathie der Absetzferkel (Birgmann
et al., 2003)

Diese Erkrankungen werden heute unter dem Begriff porcine circovirus diseases
(PCVD) (Allan et al., 2002; Seagles et al., 2005a) oder porcine circovirus associated
diseases (PCVAD) (AASV, 2007) zusammengefasst.

2.2 Taxonomie, Morphologie und Eigenschaften

Nach seiner Entdeckung durch Tischer et al. im Jahre 1974 wurde das porcine Cir-
covirus als ein einzelstrangiges, unbehillites DNA-Virus mit zirkulér vorliegendem
Genom klassifiziert (Tischer, 1982; Buhk, 1985; Meehan et al., 1997).

Einige Jahre spater wurde dann die Unterscheidung in das apathogene PCV-1 mit
einer GenomgréRe von 1758 Basen und das pathogene PCV-2 mit einer
GenomgroBe von 1768 Basen eingefiihrt (Hamel et al., 1998; LaRochelle et al.,
1999; Fenaux et al., 2000).
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Tabelle 1: Taxonomie der Familie Circoviridae (ICTV 9th report)

Genus Circovirus | Beak and feather disease virus (BFDV)

Pigeon circovirus

Porcines Circovirus 1 und 2

Goose circovirus

Canary circovirus

Genus Gyrovirus Chicken anemia virus

Die GroRBe des unbehillten ikosaedral angeordneten Nukleokapsids betragt nur 17
nm; somit handelt es sich bei Circoviren um die zurzeit kleinsten bekannten, auf DNA
basierenden, Saugetierviren (Tischer, 1987). PCV-2 ist sehr stabil gegen Umweltein-
flisse, halt einem pH-Wert von 3, hohen Temperaturen (70°C ber 15 Minuten) und

Chloroform stand (Allan et al., 1994).

Somit ist eine ausreichende Desinfektion gegen PCV relativ schwierig. Desinfekti-
onsmittel auf Basis von Chlorhexidin, Formaldehyd, Jod und Alkohol zeigen kaum
Wirkung (Royer et al., 2001). Desinfektionsmittel auf Basis von Phenolen, quartéaren
Ammonimsalzen, Natronlauge und oxidierenden Agenzien reduzieren die PCV-

Belastung bei in-vitro-Versuchen (Royer et al., 2001).

2.3 Genetische Charakterisierung porciner Circoviren

Die Nukleotidsequenzen von PCV-1 und PCV-2 sind seit den 90er Jahren identifiziert

und wurden in verschiedenen Studien miteinander verglichen.

Diese Homologiestudien zeigten, dass es zwischen den Spezies PCV-1 und PCV-2
eine Homologie von 80 % gibt (Hamel et al., 1998, Meehan et al., 1998). Die Homo-
logie innerhalb der Spezies hingegen liegt bei mehr als 96 % (Meehan et al., 1998).
Besonders groRR sind die Unterschiede im Bereich des ORF2, der fir das
Kapsidprotein kodiert. Hier betragt die Homologie auf Nukleotidebene lediglich 67 %
nach Morozov et al. (1998) und 62 % nach Meehan et al.(1998). Auch neuere Studi-

en ziehen den variablen ORF2 immer wieder fir phylogenetische Studien heran, so
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beruhen die Einteilungen nach Olvera und Segales (Olvera et al., 2006; Segales et
al., 2008) beide auf diesem Abschnitt.

Fir die Replikation im Zellkern benétigt PCV aufgrund seiner geringen Genomgrof3e
und der daraus folgenden geringen Kodierungskapazitat wahrscheinlich Proteine der
Wirtszellen (Mankertz et al., 2004). Untersuchungen der Replikationsmechanismen
und der Genomsequenz zeigen, dass PCV mit Hilfe des sogenannten rolling circle-
Mechanismus repliziert wird (Mankertz et al., 1997; Mankertz et al., 1998). Dieses
Replikationsprinzip findet sowohl bei Viren als auch bei Plasmiden Anwendung. Bei
Vorliegen einer Doppelstrang-DNA wird dabei ein Strang von einer Endonuklease
aufgebrochen. Im Fall der porcinen Circoviren wird der DNA-Einzelstrang vorher in
einen DNA-Doppelstrang umgewandelt und dann geschnitten. Bei Geminiviren, die
sich ebenfalls nach dem rolling circle-Mechanismus replizieren, ist es Forschungs-
gruppen gelungen, die genaue Schnittstelle der Endonuklease zu lokalisieren (Pal-
mer, 1998; Hanley-Bowdoin et al., 2000). Bei den Circoviren ahnelt die Schnittstel-
lensequenz der der Geminiviren. Das Schneiden zur Erzeugung eines DNA-Plus-
Stranges erfolgt bei PCV-2 ebenfalls zwischen den Nukleotiden T und A.

Die Replikation findet ihren Ursprung in der hoch konservierten intergenischen Regi-
on, die einen stem-loop ausbildet (Mankertz et al., 1997, Meehan et al., 1997). In der
Regel wird hierfir ein multifunktionelles Rep-Protein benétigt. Das porcine Circovirus
stellt hier eine Ausnahme dar, da es zwei Proteine benétigt, namlich Rep und Rep’
(Hanley-Bowdoin et al., 2000).

Die hochkonservierte Region des stem-loop besteht bei den porcinen Circoviren aus
vier Hexamer-Wiederholungen und einem hoch konservierten Nonamer an der Spit-
ze, welches zwischen den beiden open reading frames (ORF) 1 und 2 liegt. Bei PCV-
1 besteht der loop aus 12, bei PCV-2 aus 10 Nukleotiden. Essentiell fur die Replika-
tion ist ein Octanukleotid innerhalb der loop-Sequenz (AGTATTAC). In der Sequenz
dieses Octanukleotids gibt es essentielle und nicht-essentielle Nukleotide. Werden
essentielle Nukleotide ausgetauscht, so findet keine Replikation statt. Beim Aus-
tausch nicht-essentieller Nukleotide lauft die Replikation ohne Beeintrachtigung ab
(Cheung, 2004b). Die nicht-essentiellen Nukleotide befinden sich an Position zwei
und funf innerhalb des Octanukleotids (AXTAXTAC).
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PCV1 Ori: Ori-y | Ori-1g

O-nt
& /
Loop D-nt 7 Nick

Palindromic

PCV2 Ori: Ori-p. : Ori-og

Abbildung 1: Schematische Darstellung des stem-loop bei PCV-1 (Access.-No.:
AY184287) und PCV-2 (Accesss.-No.: AY094619) (Cheung, 2004b)

Eine Schlisselstellung wahrend der Replikation nimmt der als stem bezeichnete Stiel
des loops ein, welcher als palindromische Sequenz vorliegt (Mankertz et al., 1997,
Cheung, 2004a). Mankertz und Hillenbrand konnten 2002 bei in vitro-Versuchen zei-
gen, dass der rechte Teil des loops, sowie H1 und H2, als minimale Bindungsstelle
von Rep und Rep” fungieren. Bei in vivo-Untersuchungen konnten hingegen keine
spezifischen Bindungen am rechten Arm festgestellt werden (Cheung, 2004a). Je-
doch kann die Bindung von Rep und Rep” an H1 und H2 als entscheidender Schritt
fur die Initialisierung der Replikation angesehen werden (Mankertz und Hillenbrand,
2002). Rep und Rep” werden durch ORF1 kodiert, wobei Rep eine Groe von 312
Aminoséauren aufweist. Fir die Bildung des kleineren, nur 168 Aminosduren grof3en
Proteins Rep' findet wahrend der Replikation ein splicing statt (Steinfeldt et al., 2001,
Mankertz und Hillenbrand, 2002). Fehlt eines der beiden Proteine, findet keine Repli-

kation statt (Steinfeldt et al., 2001). Dass beide Proteine fir die Replikation bendtigt
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werden ist ungewohnlich, da bei allen anderen Viren, die diesen Replikationsmecha-
nismus benutzen, nur ein multifunktionelles Rep-Protein gebildet wird (Hanley-
Bowdoin et al., 2000).

Der zweitgrofRte Leserahmen ORF2 kodiert fir das Capsidprotein (Cap) (Nawagitgul
et al.,, 2000). Fur die Synthese des Capsidproteins werden nach Mankertz et al.
(2004) wahrscheinlich wirtseigene Enzyme verwendet. Das gebildete Protein ist Ar-
ginin-reich, umfasst 234 Aminosduren und hat einen basischen N-Terminus (Fenaux
et al., 2000; Mankertz und Hillenbrand, 2002). Elektronenmikroskopisch konnte von
Nawagitgul et al. (2000) nachgewiesen werden, dass dieses Protein das Capsid

formt. .

Intergenetische Region

Abbildung 2: Schema des ringférmigen PCV-2-Genoms mit den Leserahmen ORF1
bis ORF6 (Knell, 2005)
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Tabelle 2: Open reading frames (ORF) bei PCV-2

ORF Lokalisation Lange (Bp)
1 53- 998 945
2 1721- 1052 669
3 671- 359 312
4 614- 293 321
5 279- 723 444
6 987- 824 163

ORF3 enthélt eine hochvariable Region am 5’-Ende (Segales et al., 2008) und das
hiervon abgeleitete Protein spielt bei der Apoptose eine entscheidende Rolle (Liu et
al., 2006).

Nach neuestem Kenntnisstand interagiert dieses Protein mit dem Schweine-
homologen Pirh2 (pPirh2), einem p53 regulierenden Gen. Karuppannan et al. (2010)
zeigten in ihrer Arbeit, dass das ORF3-Protein und p53 um die Bindung an pPirh2
konkurrieren. Diese Wechselwirkung fuhrt zu einer Veranderung der physiologischen
zellularen Lokalisation von pPirh2 und zu einer Destabilisierung von pPirh2. Dadurch
kommt es zu einer Deregulation von p53 durch pPirh2, was zu erhodhten p53-

Spiegeln in der Zelle fihrt und die Apoptose der infizierten Zelle zur Folge hat.

2.3.1 Definition bekannter PCV-2 Typen und Subtypen

Das Porcine Circovirus 2 kann aufgrund seiner genetischen Struktur, innerhalb des
ORF 2, in verschiedene Subtypen unterschieden werden. ORF2 wird als epidemiolo-
gischer und phylogenetischer Marker genutzt, da es ausgesprochen variabel ist und
sich mit seiner Hilfe Stammbaume erstellen lassen, die mit denen auf
Gesamtgenombasis deckungsgleich sind (Larochelle et al., 2002b; Todd et al., 2002;
Olvera et al., 2007).

Zurzeit sind je nach Literatur zwei (Segales et al., 2008) bzw. drei (Kim et al., 2009)
Subtypen bekannt. Die derzeit offizielle Nomenklatur orientiert sich an Segales und
Olvera und nennt drei Subtypen: 2a, 2b und 2c. Die Subtypen werden weiter unter-
gliedert in die Typen: 1A, 1B, 1C, 2A, 2B, 2C, 2D und 2E.
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LA/B

1

PCV 1

Abbildung 3: PCV-Stammbaum (schematische Darstellung)

2.4 Epidemiologie

Seit der Entdeckung von PCV im Jahre 1974 (Tischer et al., 1974) werden immer
neue Studien zur Verbreitung von PCV verdffentlicht. Nachdem Clark 1997 erstmals
die Pathogenitat von PCV-2 nachwies, konzentrieren sich die Studien vornehmlich
auf PCV-2.

Erste Untersuchungen wurden Ende der 70er, Anfang der 80er Jahre bei Haus-
schweinen an Schlachthdfen in Nord- und Ostdeutschland, sowie bei im Grunewald
geschossenen Wildschweinen, durchgefiihrt. Die auf serologischer Basis erfolgten
Nachweise sprachen fir eine hohe Pravalenz (77,5 % - 99,5 %) (Tischer et al.,
1986). In den nachfolgenden Jahren wurden weitere serologische Studien in Neu-
seeland, Nordirland, Kanada und GrofRbritannien durchgefiihrt, welche die hohen
Préavalenzen bestétigten (Edwards und Sands, 1994; Allan et al., 1994; Horner, 1991;
Dulac und Afshar, 1989). Weitere serologische Studien wurden von Sanchez (2001a)
in Belgien und von Cotrell et al. (1999) unter der Fragestellung einer altersabhéngi-

gen Seropréavalenz durchgefuhrt. Dabei fanden beide heraus, dass im Saugferkelal-
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ter etwa 80 % der Tiere positiv sind. Harding et al. (1999) stellten fest, dass dieser
Prozentsatz mit steigendem Alter (Absetzferkelalter) signifikant sinkt. In einem Alter
von etwa 13 bis 14 Wochen kommt es zu einem erneuten Anstieg der Seropréavalenz
(Allan et al., 1994). Bei Untersuchungen von &lteren Tieren wurden Seroprévalenzen
von bis zu 100 % gefunden (Hassing et al., 2001, Sanchez, 2001b, Harding et al.,
1999).

Bei allen vor 1995 durchgefuihrten serologischen Studien ist zu berticksichtigen, dass
diese mittels Immunperoxidase Monolayer Assay (IPMA) oder Immunofluoreszenz
Assay (IFA) durchgefuhrt wurden. Eine Unterscheidung zwischen PCV-1 und PCV-2
ist mit diesen Techniken nicht mdglich; daher lassen solche Studien nur eine Aussa-

ge Uber das generelle Vorkommen porciner Circoviren zu.

Im Jahr 2004 wurden erste Untersuchungen zum Einfluss der Variabilitat des PCV-2-
Genoms auf den Grad der Virulenz durchgefuhrt; sie zeigten, dass in PMWS-freien
Bestanden, in denen plétzlich PMWS auftritt, die Variabilitdét héher liegt. Jedoch
konnte man das plotzliche Auftreten nicht auf eine bestimmte PCV-2-Variante zu-
rickfuhren (DeBoisson et al., 2004). Bei der Untersuchung von 120 Passagen in
PK15-Zellen wurden im Bereich des ORF2 nur zwei Mutationen (Nukleotidposition
328 und 573) gefunden. Durch diese Mutationen konnten bei einem Infektionsver-
such eine verringerte Wachstumsfahigkeit und eine Abschwachung des Virus in vivo

nachgewiesen werden (Fenaux et al., 2004b).

Die altesten Gewebeproben von Schweinen, die auf PCV-DNA untersucht wurden,
stammen aus dem Jahr 1963. Sie wurden mittels PCR untersucht und anschlieBend
die Amplifikate mit Hilfe von restriction fragment length polymorphism (RFLP) in
PCV-1 und PCV-2 differenziert (Hamel et al., 2000). Funfundfiinzig Prozent (931) der
Tiere wurden mittels PCR positiv auf PCV getestet und alle PCV-positiv getesteten

Tiere erwiesen sich in der RFLP als porcines Circovirus Typ 2 (Hamel et al., 2000).

In Spanien wurden im Jahr 2002 Serumproben und Lymphknoten von 135 Schwei-
nen auf PCV-1 und PCV-2 untersucht. Die Tiere waren zum Teil PMWS positiv. In
der Studie wurden sowohl PCR als auch in situ-Hybridisierung (ISH) verwendet.
PCV-1 spielte bei dieser Studie eine untergeordnete Rolle, wohingegen PCV-2 in 52

% der Serumproben und bei 66 % der Lymphknoten gefunden wurde (Calsamiglia et
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al., 2002b). In Deutschland wurde eine &hnliche Untersuchung von Ritzmann et al.
(2002) in Bayern durchgefihrt. Dabei wurden 335 Schweine aus 156 Betrieben auf
PCV-2 untersucht, insgesamt waren 141 Tiere (42 %) positiv. Darliber hinaus stellte
Ritzmann fest, dass PCV-2 in allen Betriebsformen vorkommt, die Pravalenz jedoch
mit der Betriebsform stark variiert. So waren nur 35 % der Ferkel erzeugenden Be-
triebe positiv, bei geschlossenen Betrieben waren es 61 % und bei Ferkelaufzucht-
oder Mastbetrieben waren es schlieBlich 81 % bzw. 85 % (Ritzmann et al., 2002). Bei
anderen Studien wurden sogar Herdpravalenzen von 100 % angegeben (Rose et al.,
2001; Sibula et al., 2001).

Die bisher &ltesten mit TagMan® PCR untersuchten Proben stammen aus den 70er
Jahren aus GroRbritannien (Grierson et al., 2004). Bei dieser Studie gelang in acht
von 25 Féllen (32 %) ein positiver Nachweis fir PCV-2. Ein Nachweis PMWS-
typischer Lasionen konnte erst in Proben aus 1986 gefiihrt werden.

PCR-Studien kamen bei Wildschweinen zu relativ hohen Pravalenzen (Spanien: Vin-
cent et al., 2004; Deutschland: Knell et al., 2005b; Ungarn: Csagola et al., 2006). Bei
serologischen Studien wurden Prévalenzen von 20 % bis 48 % (Belgien: Sanchez et
al., 2001a; Spanien: Vicente et al.,, 2004; Ruiz-Fons et al., 2006; Tschechien:
Sedlaket al., 2008) gefunden, was flr eine hohe Verbreitung von PCV-2 bei Wild-
schweinen spricht (Ruiz-Fons et al., 2008). Trotz dieser hohen Seropréavalenz sind
Berichte Uber PMWS bei Wildschweinen sehr selten und beziehen sich entweder nur
auf einzelne Tiere oder auf kleine Gruppen (Nordamerika: Ellis et al., 2003; Deutsch-
land: Schulze et al., 2003; Spanien: Vicente et al., 2004; Kroatien: Lipej et al., 2008;
Griechenland: Sofia et al., 2008; und Italien: Petrini et al., 2009).

2.4.1 Impfung zur Vorbeugung einer PCV-2-Infektion

Grundsatzlich stehen zwei unterschiedliche Verfahren bei der Impfung gegen PCV-2
zur Auswahl. Zum einen kénnen die Muttersauen vor dem Ferkeln geimpft werden,
was zu einer passiven Immunisierung bei den Ferkeln durch die Aufnahme von Ko-
lostrum fihrt. Zum anderen besteht seit 2010 auch die Mdglichkeit, die Ferkel mit

Hilfe einer sogenannten One Shot-Impfung aktiv zu immunisieren.
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Die Muttertiervakzine der Firma Merial besteht aus inaktivierten PCV-2-Partikeln, die
Ferkelimpfstoffe der Firmen Intervet und Boehringer Ingelheim hingegen aus einem
Antigen der ORF2-Untereinheit. Somit handelt es sich bei den drei Impfstoffen um
Totimpfstoffe. Totimpfstoffe weisen im Allgemeinen geringere Nebenwirkungen auf
als Lebendimpfstoffe und kénnen aufgrund der Tatsache, dass sie nicht repliziert
werden, auch nicht ausgeschieden werden. Ein Nachteil von Totimpfstoffen ist je-
doch, dass der Impfschutz schneller nachlasst als bei Lebendimpfstoffen, was gera-

de bei der Muttertierimpfung regelmafige Auffrischungsimpfungen nétig macht.

Die Dauer und der Beginn der Immunitét variieren bei beiden Impfstoffen erheblich.
So sind Ferkel, die von geimpften Muttertieren stammen, ab der Geburt und bis zu
einem Alter von ca. fiinf Wochen geschuiitzt, wohingegen die Ferkelimpfungen ab der
dritten Lebenswoche (Intervet) bzw. ab der zweiten Lebenswoche (Boehringer Ingel-
heim) durchgefiihrt werden kénnen. Die Tiere weisen eine Immunitét ab der funften
bis zur 22. Lebenswoche (Intervet), respektive eine Immunitéat von der vierten bis 17.
Lebenswoche (Boehringer Ingelheim), auf (Herstellerangaben). Somit werden von
den Herstellern unterschiedliche Zeitraume abgedeckt und die Wahl des Impfstoffes

richtet sich nach den speziellen Betriebsbedingungen.

Daraus ergibt sich, dass der Impfstoff der Firma Merial besonders fir Ferkelerzeuger
geeignet ist, welche PCV-2-bedingte Verluste haben. Nach Sibila et al. (2004) kommt
es in ferkelerzeugenden Betrieben, in denen PMWS auftritt, zu einer Verschiebung
der Infektionsspitzen bei ein bis fiinf Wochen alten Tieren. Gerade in solchen Fallen
zeigt die Muttertiervakzination sehr gute Erfolge, da so die Verluste durch Aborte und
Totgeburten deutlich reduziert werden kdnnen (Joisel et al., 2006; Nauwynck et al.,
2007). Der Impfstoff der Firma Intervet eignet sich aufgrund seiner relativ langanhal-
tenden Immunitat speziell fir Betriebe mit Problemen in Aufzucht oder Mast. Eine

Zulassung fur die Immunisierung tragender Tiere liegt nicht vor.

Takahagi et al. (2009) zeigen in ihrer Arbeit, dass die Wirksamkeit der Impfung von
den vorherrschenden PCV-2-Genotypen abhéngig ist. In der Studie wurde in japani-
schen Betrieben die Wirksamkeit der PCV-2-Impfung (Porcillis PCV, Intervet) unter-
sucht. Durch den Einsatz der Impfung konnte in vielen Betrieben eine deutliche Re-
duktion der Verluste erreicht werden, wenn PCV-2 vom Typ 2a-2 und 2b vorlag. Bei

Infektionen mit PCV-2 Typ 2a-1 wurde hingegen kein Rickgang der Verluste durch
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PCV-2 festgestellt. Die Typen wurden anhand einer RFLP erstellt. Dadurch ergab
sich eine Aufspaltung des Typs 2a.

AYBEOST4 (PCVT]

AF11TTED
PCV2a-2 20

ABOTZINZ

PCV2a 888
| s {r
AF118087
[AFEEHSDE
MY148993
[nmﬁﬁsm Abbildung 4: Der Stamm-
AYBATTAB baum zeigt die genetische
PCVZb 1000) Distanz der in der Studie
von Takahagi et al. (2009)

untersuchten PCV-2-
Stamme. Dabei entspricht
PCV2a-2 dem Cluster -2A
der Olvera-Klassifikation.

2.5 PCV-2 beim Wildschwein

Bis zur vorliegenden Arbeit waren nur wenige Ergebnisse zur Verbreitung von PCV-2
bei Wildschweinen verfugbar. Erste Untersuchungen stammen aus dem Jahr 1986.
Zu diesem Zeitpunkt wurden hauptséchlich Proben von Schlachtschweinen und eini-
ge wenige Wildschweine auf PCV-Antikdrper untersucht. Zu beachten ist, dass bei
dieser Untersuchung keine Unterscheidung zwischen PCV-1 und PCV-2 durchge-
fuhrt wurde. Die Antikorpertiter der Wildschweine lagen bei 1:2, 1:10, 1:20 und 1:80
(Tischer et al., 1986). Die festgestellen Titer deuten auf eine vorhandene, aber gerin-
ge Infektionsbelastung hin.
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Obwohl bekannt war, dass PCV-2 bei Wildschweinen vorkommt, dauerte es einige
Jahre bis erstmals PCV-2 sicher identifiziert werden konnte. Im Jahr 2003 gelang es
Ellis et al. (2003) bei in Gattern aufgezogenen Wildschweinen PCV-2 mittels
Immunhistochemie und in situ-Hybridisierung nachzuweisen. Eine Sequenzierung
ergab eine Homologie von 96,7 % fir ORF 2 (Ellis et al., 2003). Klinisch waren die
Tiere aufgrund von Kimmern und einer Enteritis auffallig.

Neuere Studien Uber die Verbreitung von PCV-2 bei Wildschweinen stammen aus
europdaischen, amerikanischen und asiatischen Landern, u.a. aus Spanien, Ungarn,
Belgien, Tschechien, Nordamerika, Korea, Kroatien, Griechenland, Italien und

Deutschland.

Serologische Untersuchungen in Belgien (Sanchez et al., 2001a) ergaben eine Se-
ropravalenz von 34,6 % (9 von 26 Tieren), in Spanien (Segales et al., 2002c) lag sie
bei 35,6 % (100 von 281 Tieren). Die grofite bis jetzt durchgefiihrte serologische
Studie stammt aus dem Jahr 2004, in der Vicente et al. (2004) 656 Wildschweine aus
Spanien untersuchten. Die Tiere stammten aus verschiedenen Populationen. Er er-
mittelte bei diesen Tieren eine durchschnittliche Seropravalenz von 47,9 %, mit einer
Abweichung von +/- 1,9 %. Dabei war ein klarer Einfluss der Haltungs-/ Lebensbe-

dingungen der Tiere auf die Seropravalenz und die Titerh6he erkennbar.

Obwohl aus Deutschland und der nédheren Umgebung nur wenige Daten vorliegen,
liegen doch zwei gut beschriebene PMW S-Félle vor. In Brandenburg wurde ein ab-
gemagerter, etwa 10 Monate alter Keiler gefunden, der petechiale Blutungen auf-
wies. Bei der histologischen Untersuchung wurden die typischen Verénderungen fir
PMWS gefunden, wie lymphozytare Depletion in Lymphknoten, Milz, Lunge, ebenso
fanden sich histiozytare Infiltrationen und synzytiale Riesenzellen, welche sich auf die
Lymphknoten beschrénkten. Ebenfalls wies das Tier bei der Obduktion eine Pneu-
monie und herdférmige Nekrosen in der Leber auf. Bei der mikrobiologischen Unter-
suchung fanden sich gramnegative Stébchen, welche als Salmonella choleraesuis
var. Kunzendorf klassifiziert werden konnten. Mit Hilfe des Elektronenmikroskops
konnten in der Immunfluoreszenzmikroskopie mehrere Circoviruspartikel dargestellt
werden. Die in der semi-quantitativen PCR bestimmte Virusbelastung ergab relativ
hohe Werte, die sogar Uber den Werten von an PMWS erkrankten Hausschweinen

lagen (Schulze et al., 2003). Ein anderes ebenfalls aus Brandenburg stammendes
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Kreuzungstier aus Haus- und Wildschwein, wurde von Segales untersucht. Dieses
Tier wies im Gegensatz zum oben beschriebenen Tier nur geringradige Veranderun-
gen des Lymphgewebes auf. Aufgrund der niedrigen PCV-2-Belastung wurde dieser
Fall als ein moderater Fall von PMWS eingestuft (Segales et al., 2003b).

In einer aktuellen Studie zur PCV-2-Verbreitung bei deutschen Wildschweinen
kommt Knell mittels PCR zu Pravalenzen von 21,9 % fiur PCV-1 und 18,1 % fir PCV-
2 in Gewebeproben (Knell, 2005b). Dabei ist jedoch der relativ kleine Probenumfang

wie auch die raumliche Eingrenzung zu beachten.

2.6 Pathogenese

Da es sich bei durch PCV-2 verursachten Erkrankungen um eine Vielzahl verschie-
dener Krankheitsbilder handelt, wird die Pathogenese anhand einer bekannten
Krankheitsform, dem PMWS (Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome), erlau-

tert.

Auch bei PMWS ist die Pathogenese nur teilweise bekannt. Gefunden wurde PCV-2
in Nasen- und Augentupfern (Krakowka et al., 2000b), Sperma (LaRochelle et al.,
2000b) und Kot (Tischer et al., 1986; Yan et al., 2003). Dartiber hinaus fand sich
PCV-2 bei Neugeborenen (Tschachtschal, 2000), sowie in abortierten Feten (West et
al., 1999). Diese Befunde lassen Raum fir die Vermutung, dass sowohl eine horizon-
tale als auch eine vertikale Ubertragung denkbar ist (Allan et al., 1995; Kim et al.,
2004).

PCV-2 kann in vielen Sekreten und Exkreten von Schweinen gefunden werden, ob-
wohl nicht immer eine klinisch manifeste Infektion vorliegen muss (Krakowka et al.,
2005). Diese Aussage unterstreicht die Ergebnisse von Sibila et al. (2001), die in Na-
sentupfern PCV-2 nachweisen konnten, obwohl bei den Tieren weder klinische
Symptome noch eine Virdmie vorlagen. Zusammenfassend kann man daraus schlie-
Ben, dass fir den Ausbruch von PMWS eine bestimmte Menge Virus erforderlich ist
(Olvera et al., 2004).

Bei einem Infektionsversuch wurden Ferkel intranasal, oral und intravends mit PCV-2

infiziert. Bereits einen Tag post infectionem (p.i.) konnte Virus mit Hilfe der indirekten
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Immunfluoreszenz in Thymuszellen nachgewiesen werden (Allan et al., 1995). Am
Tag drei p.i. waren die Mesenteriallymphknoten, Lunge, Leber und Milz positiv fir
Virusantigen. An Tag funf war zusétzlich der Dinndarm positiv. Bei Tieren innerhalb
dieses Versuchs, die nur intranasal infiziert waren, zeigte sich ein vergleichbares
Verteilungsmuster. Zu den Zielzellen von PCV-2 gehéren in allen Geweben die Mak-
rophagen (Allan, et al., 1995). Nach Sanchez (2003) sind die Makrophagen vermut-
lich ein Transportmittel und Rickzugsort (Persistenz). PCV-2 ben6étigt fir die Replika-
tion aktive, sich teilende Zellen, da es fir keine eigene DNA-Polymerase kodiert (Ti-
scher et al., 1987). Gilpin et al. (2003) fuhren den hohen Virusgehalt der Makropha-

gen auf die phagozytierenden Eigenschaften dieser Zellen zuriick.

Um eine maximale Replikationseffizienz zu erreichen, werden sich haufig teilende
Zellen bendtigt. Daraus resultiert, dass sich die Zielzellen mit zunehmendem Alter
der Tiere verandern. Meist tritt PMWS im Alter von sieben bis finfzehn Wochen auf.
Da die Serokonversion in der Regel zwei bis vier Wochen dauert (Opriessing et al.,
2004; Magar et al., 2000), muss die Infektion wahrscheinlich in den ersten Wochen
der Aufzucht stattfinden. In der Anfangsmast und bei den Lauferschweinen erreicht
die Seropravalenz annahernd Werte um 100 %, wobei die Morbiditét zwischen null %
und 20 % liegt.

Obwohl es bisher nicht wissenschaftlich belegt ist, gilt die Transmission auf oro-
nasalem Weg als am wahrscheinlichsten (Rosell et al., 1999; Krakowka et al., 2003).
Nach Eintritt durch die Nase oder den Rachenraum beféllt das Virus als erstes das
lokale Lymphgewebe (Tonsillen und regionale Lymphknoten) - hier findet die priméare
Vermehrung statt. Wie die Verbreitung im gesamten Organismus ablauft, ist noch
weitestgehend unklar. Entweder wird das Virus intrazellular in Makrophagen oder
anderen Antigen prasentierenden Zellen verbreitet oder es ist frei in Lymphe und Blut
(Segales et al., 2004) oder wird gleichzeitig Uber beide Wege verbreitet. Nach
Calsamiglia et al. (2002a) kommt es im Anschluss an die primare Vermehrung zu
einer bis zu 28 Wochen dauernden Viramie. Die Virdmie steht nicht in direktem Zu-
sammenhang mit einem PMW S-Ausbruch. Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung und der
Immunhistologie war es mdglich, virales Antigen / virale DNA in verschiedenen Zellen
nachzuweisen. Am haufigsten waren sie per Immunhistologie in den bereits erwéhn-

ten Makrophagen, sowie in mehrkernigen Riesenzellen, in Alveolarmakrophagen,
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Kupfferschen - Sternzellen und dendritischen Zellen zu finden (Alla und Ellis, 2000;
Rosell et al., 1999). Die priméaren Zielzellen sind jedoch die Lymphozyten, welche
infolge der Infektion zugrunde gehen. Die Makrophagen nehmen die Zellreste auf
und werden so Antigentrager (Reiner et al., 2008). Im Verlauf der Infektion scheinen
Darmepithelzellen, Hepatozyten, vaskulare Endothelien, Kupffersche-Sternzellen,
sowie interstitielle histiozyten-ahnliche Zellen als Quelle fur neues Virusmaterial eine
essentielle Rolle zu spielen, da in ihnen das virale Nukleocapsid vorzufinden ist
(Krakowka et al., 2003).

Es scheint einen Zusammenhang zwischen hohen Titern und Ausbruch der PDNS zu
geben (Wellenberg et al., 2004). Verschiedene Autoren beschreiben einen Zusam-
menhang zwischen dem Ausbruch von PMWS und einer kritischen Infektionsdosis
(Morozov et al., 1998; Liu et al., 2000; Shibara et al., 2000; Darwich et al., 2002; Ol-
vera et al., 2004), dartber hinaus scheinen die klinischen Symptome von PMWS mit

der Virusbelastung der Gewebe zu korrelieren (Olvera et al., 2004). Segales gibt ei-

nen Schwellenwert fiir den Ausbruch von PCVD von 3-106 PCV-2 DNA-Aquivalenten
pro pug extrahierter DNA an (Segales 2002d; Segales et al., 2005b). Dieser Wert ist
mit Werten aus anderen Arbeiten vergleichbar. Bei Brunborg et al. (2004) wird ein

Wert von 2-107 PCV-2 DNA-Aquivalenten pro pg DNA angegeben.

Kommt es zu einem Ausbruch von PMWS, stehen die lymphozytére Depletion im
Blut wie auch in den lymphoiden Geweben (Rosell et al., 1999; Segales et al., 2000;
Drawich et al., 2003), sowie die histiozytaren Inflitrationen im Vordergrund des Ge-
schehens. Dies erklart den immunsupprimierenden Effekt von PMWS (Chianini et al.,
2003). Die immunsupprimierende Wirkung von PCV-2 erleichtert die Infektion mit
Koerregern. Am haufigsten tritt eine Vergesellschaftung mit PRRSV (51,9 %) und
Mycoplasma hyopneuminae (35,5 %) auf (Pallares et al., 2002). In einer anderen
Studie wurde ebenfalls PRRSV (42 %) als haufigster Koerreger (Pogranichniy et al.,
2002) isoliert.
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2.7 PCV-2-assoziierte Krankheitsbilder

Im Zusammenhang mit PCV-2 sind verschiedene Krankheiten bekannt, von denen
einige im Folgenden naher erlautert werden. Die wichtigsten Krankheitsformen sind
PMWS (Harding, 1996), PDNS (Segales et al., 1998a), respiratorische Probleme
(Pesch et al., 2000) und Reproduktionsstdrungen (Pensaert et al., 2001). Seit einiger
Zeit spricht man bei durch PCV-2 verursachten Krankheiten entweder von porcine
circovirus diseases (PCVD) (Allan et al., 2002; Seagales et al., 2005) oder von porci-
ne circovirus associated diseases (PCVAD) (AASV, 2007).

2.7.1 Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS)

2.7.1.1Klinik

Beim Postweaning multisystemic wasting syndrome handelt es sich um die bislang
wichtigste durch PCV-2 verursachte Krankheit. Erstmals wurde sie von Harding in
Kanada beschrieben (Harding, 1996). Vor allem erkranken Tiere im Alter zwischen
sieben und 15 Wochen — abgesetzte Ferkel und Lauferschweine - (Harding 1998,
Segales et al., 2002d), seltener erkranken Saugferkel (Harding 1996; Le Cann et al.,
19997; Clark and Harding, 1998; Domingo and Segales, 1999; Pallares et al., 2002).
Bei der Morbiditat und Mortalitét liegen die Werte im Durchschnitt bei drei % bzw. 70
% (Segales and Domingo, 2002), in Einzelfallen (Neuausbriiche) werden auch deut-
lich htéhere Werte beschrieben (Le Cann et al., 1997; Harding and Clark, 1997).

Das Leitsymptom fur das PMWS ist das Kimmern, ein Uber Wochen anhaltender
Gewichtsverlust (Daft et al., 1996; Harding, 1996; Le Cann et al., 1997; Segales et
al., 1997; Harding et al., 1999). Des Weiteren findet man vergréRerte Inguinallymph-
knoten, Blasse, Tachypnoe und Dyspnoe (Cottrelle et al., 1999; Harding et al., 1998;
Harding and Clark, 1997). Seltener wurden Fieber, Husten, Durchfall, lkterus, zentral-
nervise Stérungen, Magengeschwire und plétzliche Todesfélle beobachtet (Daft et
al.,, 1996; Le Cann et al., 1997; Wellenberg et al., 2000). Im Verlauf der ersten
Krankheitstage verstirbt ein Teil der Tiere, andere erholen sich von der Erkrankung.
Einen wichtigen Einfluss auf den Verlauf und die Schwere der Krankheit haben Ma-

nagementfehler, wie z. B. Uberbelegung, Zugluft sowie die Riickfiihrung von kranken
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Tieren nach Genesung (Harding and Clark, 1997). Zum anderen beeinflussen Se-
kundarerreger und Koinfektionen den Krankheitsverlauf (Ellis et al., 2004) und sind

fur hohe Verluste verantwortlich (Domingo und Segales, 1999).

2.7.1.2 Pathomorphologie

Die Pathomorphologie kann man in makroskopische (Sektionsbefunde) und histolo-
gische Befunde aufteilen. In der Sektion fallen bei an PMWS erkrankten Tieren der
Kimmerhabitus mit Kachexie, serdése Atrophie des Fettes und Muskelatrophie auf
(Segales et al., 2004; Clark, 2006). Des Weiteren findet man vergréfRerte Lymphkno-
ten, eine generalisierte Lymphadenopathie und meist auch eine nicht kollabierte,
dunkel gefleckte Lunge (Le Cann et al., 1997; Clark und Harding, 1998; Kennedy et
al., 1998; Segales et al., 1999; Rosell et al., 1999). Die betroffenen Lymphknoten
weisen im Anschnitt eine weil3e homogene Flache auf (Rosell et al., 2000). In selte-
nen Fallen findet man im Anschnitt multifokale, konfluierende nekrotische Bereiche
(Segales et al., 2000). Bei néherer Betrachtung der Lunge fallt ihre fleischige Konsis-
tenz auf. lhre Oberflache besitzt ein lobuldres Muster, welches ein unphysiologisches
(grau-braunlich) bis physiologisches (rosa) Farbspektrum aufweist (Le Cann et al.,
1997; Clark und Harding, 1998; Segales et al., 1999). Darliber hinaus findet sich bei
einem Teil der Tiere ein stark ausgepragtes interstitielles Odem (Segales und Do-
mingo, 2002). Weiterhin sind teilweise die Spitzenlappen durch bakterielle Sekundér-
infektionen verhartet. Die Magenschleimhaut weist in der Pars oesophagea Magen-
ulzera auf, in deren Folge es gelegentlich zu Blutungen ins Lumen kommt (Clark und
Harding, 1998). Die Magenulzera sind dabei keine direkte Folge einer PCV-2-
Infektion, sondern beruhen eher auf bakteriellen Infektionen. Mdglicherweise kénnen
die Ulzera zur Erklarung der Todesfélle bei an PMWS erkrankten Tieren mit heran-
gezogen werden, da sie zu einer Anamie beitragen (Segales et al., 2000). Jedoch
wurden auch Anamien bei Tieren ohne Ulzera beschrieben (Darwich et al., 2003).
Der Inhalt des Magen-Darm-Traktes erscheint aufgrund der Enteritis oft wassrig
(Clark und Harding, 1998). Seltener kommt es zu Veranderungen der Nieren und der
Leber. Die Nieren kénnen eine normale Grol3e aufweisen oder vergroRert sein. So-
wohl im Mark als auch in der Rinde der Niere ist oft eine interstitielle Nephritis zu be-
obachten. Im Nierenbecken findet man haufig 6édematisiertes Bindegewebe (Clark,

1996). Leberveranderungen finden sich nur bei 3,3 % der untersuchten Tiere. Die
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GroRRe der Leber variiert von atrophisch bis normal. Das Gewebe hat eine oft nur
blasse Farbe und die Oberflache ist marmoriert (Clark, 1996). In Tabelle 3 werden

die verschiedenen pathologischen Veranderungen aufgefihrt.

Tabelle 3: Durch PMWS hervorgerufene pathologische Veranderungen in verschie-
denen Organen (Segales et al., 2004)

Pathomorphologischer Befund Anzahl Prozent [%)]
n=396
Kimmern/ Kachexie 318 80,3
Nicht kollabierte, fleckig marmorierte Lunge 255 64,4
Bronchopneumonie 235 59,3
VergroBerung mindestens  eines  Lymphknotens 209 52,8
(Lymphadenopathie)
Magenulcus der Pars oesophagea 113 28,5
Serositis (mono/poly-) 99 25
Sertse Atrophie 90 22,7
Interstitielle Nephritis 73 18,4
Dunnflissige Ingesta 44 11,1
Leberatrophie 13 33
Fibrinds-nekrotisierende Kolitis 13 33
Ikterus 12 3
Lymphknotennekrose 9 2,3
Nekrotisierende Pneumonie 8 2
Hepatomegalie 2 0,5

Bei den mikroskopischen Untersuchungen fallen vor allem Veranderungen in den
lymphatischen Organen auf (Segales et al., 2004). Charakteristisch fir PMWS ist
dabei die ausgepragte lymphozytare Depletion mit Verlust der physiologischen
lymphozytaren Architektur in allen lymphoiden Geweben (Clark, 1996; Clark, 1997,
Kennedy et al., 1998; Segales et al., 1999; Allan et al., 2004). Die Depletion betrifft
sowohl die B-Zell- als auch die T-Zell-Areale (Clark, 1996) und die Antigen-
prasentierenden Zellen (Chianini et al., 2003). Die Veranderungen konnen als pa-
thognomonisch angesehen werden (Segales et al., 2004). Meist sind diese Verande-
rungen mit einer multifokalen bis diffusen, gering- bis hochgradigen histiozytaren und
multinukledren Riesenzellinfiltration vergesellschaftet. In der Regel treten diese in
den subkapsuléaren Bereichen und im Mark Sinus, sowie in den Lymphfollikeln, auf
(Clark, 1997; Segales et al., 1999).
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Tabelle 4: Histologische Befunde von 396 Schweinen mit PMWS (Segales et al.,
2004)

Pathohistologische Befunde Absolute Anzahl Anteil der
der Tiere (n=396) Tiere (%)

Lymphatische Gewebe

Depletion der Lymphozyten 353 89,1
Infiltration histiozytarer Zellen 305 77

Zytoplasmatische basophile 137 34,6
Einschlusskoérperchen

Mehrkernige Riesenzellen 113 28,5
Koagulationsnekrose 39 9,9
Lunge

Interstitielle Pneumonie 304 76,8
Katarrhalisch-eitrige Bronchopneumonie 218 55,1
Nekrotisierende Pneumonie 26 4

Leber (Grad basierend auf der Einteilung von
Rosell et al., 2000a)

Grad 1 131 33,1
Grad 2 34 8,6
Grad 3 8 2
Grad 4 5 1,3
Niere

Multifokale interstitielle Nephritis 149 37,6
Kolon

Lymphoplasmazellulare Kolitis 68 15
Fibrinds-nekrotisierende Kolitis 17 3,8

Bei schwerwiegenden Fallen finden sich zusatzlich runde und basophile
Einschlusskorperchen unterschiedlicher GréRe im Zytoplasma von mehrkernigen
Riesenzellen und Makrophagen (Clark, 1996). Eine weitere Besonderheit stellen die
fokalen Koagulationsnekrosen mit ausgepragter Karyorrhexis in einigen Lymphkno-
ten dar. In diesen Nekrosen sind meist auch vaskulére Thromben vorhanden, welche

bisher pathogenetisch nicht zugeordnet werden konnten (Segales et al., 2004).

Fast so haufig wie Veranderungen der Lymphknoten sind Veradnderungen des Lun-
gengewebes (Tabelle 4) (Clark, 1997; Segales, 2004). Meist kommt es im Lungen-
gewebe zu einer interstitiellen Pneumonie (76,8 %) oder einer katarrhalisch-eitrigen
Bronchopneumonie (55,1 %). Mit einer Haufigkeit von 4 % tritt im Rahmen von
PMWS aulRerdem eine nekrotisierende Pneumonie auf (Rosell et al., 1999; Segales
et al., 1999; Allan et al., 2004). Die interstitielle Pneumonie wird durch die Infiltration

mit histiozytaren und multinuklearen Riesenzellen in den verbreiterten Alveolarsepten
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gekennzeichnet. Die gleichen Entziindungszellen sind ebenfalls in der N&he der
Bronchien und Bronchiolen zu finden (Clark, 1997; Segales et al., 1999). Die katarr-
halisch-eitrige Bronchopneumonie ist makroskopisch mit einer kranio-ventralen Lun-
genverfestigung kombiniert, die durch polymorphkernige Neutrophilegranulozyten im
Lumen der Alveolen, Bronchiolen und der Bronchien charakterisiert wird (Segales et
al., 1999).

Als drittes werden Veranderungen im Lebergewebe beobachtet, die anhand ihres
Schwere- und Verteilungsgrades in vier Stadien eingeteilt werden kdnnen (Rosell et
al., 2000a). Allen gemein ist eine periportale lymphohistiozytare Infiltration. Vereinzelt
kommt es zur Nekrose einzelner Leberzellen, sowie zur Schwellung des Zytoplasmas
und einer Vakuolisierung (Clark, 1997). Bei hochgradigen Lasionen kommt es zu ei-
ner generalisierten perilobuldren Fibrose, die mit einer Zerstérung der lobularen
Struktur einhergeht und mit Verlust an Hepatozyten verbunden ist (Clark und Har-
ding, 1998; Segales et al., 1999).

Ahnlich haufig wie Veranderungen der Leber ist die schwere, subakute bis chroni-
sche interstitielle Nephritis (37,6 %), die in der Regel mit einer hohen PCV-2-
Belastung des Gewebes einhergeht (Segales et al., 2004).

Am seltensten findet sich eine Kolitis. Die gefundenen Entziindungen sind entweder
von lymphoplasmazellularer (15 %) oder von fibrindsem-nekrotisierendem Charakter
(Segales et al., 2004).

2.7.2 Porcines Dermatitis und Nephropathie Syndrom - PDNS

2.7.2.1 Klinik

Charakteristisch fur dieses Krankheitsbild ist sein Auftreten bei Tieren in der Vor- und
Mittelmast mit einem Gewicht von 20 kg bis 70 kg (Helie et al., 1995; Higgins, 1993;
Smith et al.,, 1993). Nach Untersuchungen von Smith liegt die Morbiditat bei unter
einem Prozent (Smith et al., 1993). Die Letalitat hingegen erreicht mehreren Autoren
zufolge anndhernd 100 %. Wenige Tage nach dem Auftreten der ersten Symptome
verenden die Tiere, nur wenige Tiere erholen sich spontan. Als erstes fallen bei an

PDNS erkrankten Tieren Hautveranderungen an den Hintergliedmafien, sowie dem
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Flanken- und dem Perianalbereich auf. Die Hautverdnderungen sind durch anfangs
kleine rote Papeln gekennzeichnet, die im Verlauf der Erkrankung zu ekchymosen
Plaques konfluieren (Rosell et al., 2000b; Thibault et al., 1998; Duran et al., 1997;
Smith et al., 1993; White und Higgins, 1993). Die Plaques kénnen sich im weiteren
Verlauf der Erkrankung zu schwarz-roten Krusten verandern, die auf eine nekrotisie-
rende Dermatitis hinweisen. Bei den Tieren, die sich spontan wieder erholen, heilen
die Lasionen ohne weiteres wieder ab, bei schwereren Fallen bleiben narbige Verén-
derungen zuriick. Weitere Symptome sind Blasse, Fieber, Anorexie, ein schwanken-
der Gang und Parese (Segales et al., 1998a). Des Weiteren fallen Abweichungen bei
den blutchemischen Untersuchungen auf. Die erhdhten Harnstoff- und Kreatininwerte
sprechen in Verbindung mit der beobachteten Proteinurie fir ein Nierenversagen
(Segales et al., 1998a; Duran et al., 1997; White und Higgins, 1993).

2.7.2.2 Pathogenese

Bei PDNS handelt es sich nach aktuellem Wissensstand um eine immunkomplex-
vermittelte Erkrankung (Segales et al., 1998a). Mehrere Autoren klassifizieren die zu
beobachtende nekrotisierende Vaskulitis, welche vor allem in der Niere und der Haut
zu beobachten ist, als eine Hypersensibilitdtsreaktion vom Typ Il (Segales et al.,
1998a; Rosell et al., 2000b; Wellenberg et al., 2004). Im Allgemeinen ist eine Hyper-
sensibilitatsreaktion durch das Vorkommen von Immunglobulinen und Komplement-
faktoren gekennzeichnet. Verschiedenen Autoren ist es gelungen, Immunglobuline
vom Typ 1gG, IgM und IgA, sowie Komplementfaktoren in den L&sionen zu isolieren
(Dorlet et al., 1999; Rosell et al., 2000b; Wellenberg et al., 2004). Durch die Reaktion
mit Immunglobulinen bei ausbleibender Vernetzung kénnen die Komplexe aus Viren
und Antikérpern nicht mehr phagozytiert werden. Diese lagern sich an den GefaR-
wanden und in den Glomerula ab und fuhren dort zu einer massiven Komplement-

vermittelten Entziindungsreaktion.
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2.7.2.3 Pathomorphologie

Im Vordergrund stehen bei der makroskopischen Untersuchung die Hautbefunde,
welche sich in erster Linie an den HintergliedmafRen und dem Perianal-/ Flankenbe-
reich manifestieren. In besonders schweren Fallen kann auch die ganze Kérperober-
flache Veranderungen aufweisen. Zu Beginn der Infektion sind nur kleine rote Papeln
zu finden, welche sich Gber ekchymatdse Plaques, bis hin zu einer nekrotisierenden
Dermatitis entwickeln kdnnen. Bei schweren Verlaufen ohne Todesfolge und bei
chronischen Verlaufen bleiben oft vernarbte Hautareale zuriick (White und Higgins,
1993; Duran et al., 1997; Segales et al., 1998a; Dorlet et al., 1999). In der Histologie
stehen Hamorrhagien im Korium im Vordergrund, welche im Bereich der Hinter-
gliedmaRen oft von subkutanen Odemen begleitet werden (Thomson et al., 2002).
Bei der Untersuchung der GeféaRe in diesen Bereichen findet man eine nekrotisieren-
de Vaskulitis und eine fibrinoide Nekrose der Ateriolen (Thomson et al., 2002). Die
eingangs erwéhnte nekrotisierende Dermatitis wird oft durch eine Kruste aus Keratin,
nekrotischem Debris und sero-zellularem Material gebildet (Thomson et al., 2002).
Die nekrotisierende Vaskulitis ist nicht alleine auf die Haut beschrénkt, sie findet sich
auch in vielen anderen Organen wie der Milz, dem Herz, dem Magen, der Blase, dem
Darm, sowie dem Gehirn und den Lymphknoten (Segales et al., 1998a; Thomson et
al., 2002). Die untersuchten Lymphknoten weisen zudem eine fir PMWS typische,
lymphatische Depletion in unterschiedlichen Ausprédgungsgraden auf (Segales und
Domingo, 1999).

Den zweiten Hauptbefund bei PDNS stellt die diffuse, fibrindse bis exsudative
Glomerulonephritis dar, welche bei chronischen Verlaufen in eine glomerulare Skle-
rose, interstitielle Nephritis oder eine tubulare Atrophie miinden kann (Segales et al.,
1998a; Thomson et al., 2002). In den Raumen der Glomeruli, wie auch in denen der
Tubuli finden sich Fibrin, neutrophile Granulozyten und Erythrozyten (Segales et al.,
1998a).

Héaufig kommt es im Verlauf der Erkrankung auch zur Manifestierung einer interstitiel-

len Pneumonie (Segales et al., 1998a).
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2.7.3 Poliferativ Nekrotisierende Pneumonie — PNP

Unter dem Begriff PNP versteht man eine poliferativ nekrotisierende Pneumonie, die
1990 in Kanada als eine neue Form der Pneumonie beschrieben wurde (Morin et al.,
1990). Die Entdeckung von PNP korrelierte zeitlich mit dem Auftreten einer neuen
Erkrankung, die erstmals als mystery swine disease bezeichnet wurde. Spater wurde
die mystery swine disease als porcines reproduktives und respiratorisches Syndrom
(PRRS) bezeichnet.

Histologische Kriterien bilden bei der Diagnostik von PNP die Grundlage. Denn bei
an PNP erkrankten Tieren finden sich in der Lunge nekrotische Zellen, Makrophagen,
proteinhaltiges Material in den Alveolen, Proliferationen von Typ Il Pneumozyten,
hyaline Membranen, sowie eine nekrotisierende Bronchiolitis in Kombination mit ei-
ner lymphohistiozytaren interstitiellen Pneumonie (Morin et al., 1990, Segales et al.,
2004).

Bei der Entdeckung von PNP wurde urspriinglich vermutet, dass es sich bei dem Er-
reger um Influenza A-Viren handelt (Girard et al., 1992). Spatere Untersuchungen
zeigten, dass es haufig zu einer Assoziation von PRRSV und PNP kommt (LaRochel-
le et al., 1994). Manche Autoren vermuteten auch eine Doppelinfektion von PCV-2
und PRRSV als Ursache fur das klinische Bild von PNP (Ellis et al., 1999b; Pesch et
al., 2000). Eine eindeutige Aussage zur Atiologie von PNP kann bis heute jedoch
nicht getroffen werden. Aufgrund von Feldstudien gilt es jedoch als sicher, dass es
héaufig zu einer Vergesellschaftung von PRRSV, PCV-2 und Influenza A Virus kommt
und dies das Risiko von PNP deutlich erh6éht (LaRochelle et al., 1999; Drolet et al.,
2003). Bei allen in dieser Feldstudie erfassten Fallen wurde PRRSV gefunden, wo-
hingegen PCV-2 nur bei 33 % bis 42 % der Falle auftrat.

2.7.4 PCV-2-assoziierte Reproduktionsstérungen

Kommt es wahrend der Tréchtigkeit zu einer Infektion der Feten mit PCV-2, so hat
dies sehr unterschiedliche Folgen. Von Aborten, Totgeburten bis hin zur Geburt von
lebensschwachen Ferkeln ist alles moglich (West et al., 1999; O"Connor et al., 2001;
Kim et al., 2004).
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Die atiologische Bedeutung von durch PCV-2 verursachten Reproduktionsstérungen
ist noch nicht endgultig geklart. Die meisten Untersuchungen stammen aus Kanada
aus der Zeit nach 1995. Dabei wurde in einer retrospektiven Studie (1995 — 1998)
Abortmaterial von Schweinefeten auf PCV-2 untersucht. Obwohl zu dieser Zeit
nachweislich PMWS endemisch auftrat, konnte in keinem Untersuchungsmaterial
PCV-2 nachgewiesen werden (Bogdan et al., 2001). Bei einer anderen Studie aus
dem Jahr 2003 wurde Serum von 171 totgeborenen Feten untersucht. Bei 28 Proben
konnten Antikdrper gegen PCV-2 nachgewiesen werden und in 13 dieser Proben
wurde auch PCV-2 mittels PCR nachgewiesen (MacDonald et al., 2003). Auch in
weiteren Studien lag die Pravalenz fir PCV-2 bei totgeborenen Ferkeln nicht deutlich
hoher (Kim et al., 2004).

Die klinischen Symptome variieren zum Teil erheblich. So wurden bei den Sektionen
lymphohistiozytére Myokarditiden, sowie Lungenver&nderungen von gering- bis
mittelgradigem Ausmal3 gefunden (West et al., 1999; Kim et al., 2004).

Des Weiteren konnten mittels der in situ-Hybridisierung in vielen Organen positive
Nachweise fir PCV-2 gefiihrt werden. Besonders haufig waren Lunge, Thymus, Le-

ber, Milz und Lymphknoten betroffen (Kim et al., 2004).

2.7.5 PCV-2-induzierter Kongenitaler Tremor

Der kongenitale Tremor ist definiert als eine angeborene Bewegungsstorung, die mit
unwillktirlichen, streng rhythmischen und sich wiederholenden Kontraktionen antago-
nistischer Muskelgruppen einhergeht. Die ersten Untersuchungen zu dieser Erkran-
kung wurden von Stevenson et al. im Jahre 2001 durchgefihrt. Der Tremor ist auf die
quergestreifte Muskulatur beschrankt und tritt bilateral auf. In besonders schweren
Fallen kann sogar die Nahrungsaufnahme der Tiere behindert sein, so dass sie ver-
hungern. Uberstehen die erkrankten Tiere die erste Lebenswoche, so heilt der Tre-
mor in Normalfall innerhalb von drei bis vier Wochen aus. Wé&hrend der Ruhezeiten
kénnen die Symptome sogar teilweise bis ganz verschwinden. Werden die Ferkel
jedoch UbermaRiger Warme oder Kélte ausgesetzt, verstarkt sich die Klinik (Steven-
son et al., 2001).
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Wenn man vom kongenitalen Tremor spricht, ist zu beachten, dass es verschiedene
Formen gibt. Sie werden als Typ A und Typ B bezeichnet. Zum Typ A werden alle

Formen mit morphologischen Lasionen gezahlt. Alle anderen gehdren dem Typ B an.

Der durch PCV-2 induzierte kongenitale Tremor wird dem Typ A Il zugeordnet. Der
kongenitale Tremor vom Typ A Il beruht auf einer verzégerten Myelinisierung des
Ruckenmarks. Stevenson et al. (2001) gelang es mit Hilfe der in situ-Hybridisierung
und der Immunfluoreszenz PCV-2 in den grof3en Neuronen und in Makrophagen im
nicht-neurogenen Gewebe nachzuweisen. Die Abwesenheit von PMW S-typischen
granulomatdsen Entziindungen erklarte er mit der frihen intrauterinen Infektion.
Durch die Infektion vor Erlangen der Immunkompetenz bleiben Entziindungen aus
(Stevenson et al., 2001).

2.7.6 PCV-2-assoziierte zerebellare Enzephalopathie der Absetzferkel

An der PCV-2-assoziierten zerebellaren Enzephalopathie erkranken vor allem Ab-
setzferkel mit einem Gewicht von 5 — 20 kg. Die klinischen Symptome reichen von
Nystagmus Uber tonisch-klonische Krampfe bis zum Opisthotonus und Seitenlage.
Oft sind die Tiere abgemagert, zeigen Muskelatrophie und haben ein langes Haar-
kleid (Brigmann et al., 2003).

Die am haufigsten angetroffenen makroskopischen Auffélligkeiten sind vergrof3erte
Korper- und Organlymphknoten, sowie hochgradige, leptomeningeale und enzephale
petechiale Blutungen. In den besonders stark betroffenen Mesenteriallymphknoten
kommt es neben einer ausgeprégten grof3flachigen Hyperamie zu scharf demarkier-
ten, trockenen, nekrotischen Arealen. Die petechialen Blutungen der Hirnh&aute und
im Gehirngewebe konzentrieren sich hauptsachlich auf die Kleinhirnregion
(Brigmann et al., 2003).

Bei der mikroskopischen Betrachtung der verénderten Lymphknoten fallen sowohl
die ausgepragte lymphatische Depletion als auch die fibrinds-nekrotisierende Lym-
phadenitis auf (Brigmann et al., 2003). Beide Befunde sind typisch fir PCV-2-
bedingte Infektionen (Segales et al., 2004). Ebenso typisch sind die zahlreichen,
basophilen Einschlusskérperchen in den Makrophagen. Die histologische Untersu-
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chung des ZNS zeigt Ringblutungen, die h&ufig mit einer nekrotisierenden und/oder
einer lymphohistiozytéren Vaskulitis der Venen und der Arterien hergeht. Diese
Vaskulitis erklart die ausgepragten Blutungen im enzephalen und leptomenigalen
Bereich. Weitere zu beobachtende Verdnderungen sind die Neuronen-

degenerationen und die Neuronennekrose im Kleinhirn (Briigmann et al., 2003).

Der Erregernachweis gelang sowohl mittels ISH als auch mit PCR aus Lunge,
Lymphknoten, Gehirn und anderen Organen. Die meisten positiven Zellen innerhalb
des Gehirns sind geféal3-assoziierte Zellen, wie Endothelzellen und perivaskuléare Ent-

ztndungszellen (wahrscheinlich Makrophagen) (Briigmann et al., 2003).

2.8 Nachweisverfahren

Die Identifizierung von PCV-2-positiven Tieren nimmt bei der Bekdmpfung von PCV-
2-assoziierten Krankheiten einen grof3en Stellenwert ein. Es wurden verschiedene
Nachweisverfahren fir PCV-2 etabliert, von denen hier die wichtigsten vorgestellt

werden sollen.

2.8.1 Virusanziichtung

Die Anzucht stellt eine der &ltesten Methoden zum Nachweis von Viren dar. Das
Vorliegen einer Virusinfektion kann dabei ohne Zuhilfenahme anderer Methoden nur
Uber den cytopathischer Effekt (CPE) nachgewiesen werden. Eine |dentifizierung des
in der untersuchten Probe vorliegenden Virus kann anschlieBend, z.B. tiber Immun-
fluoreszenz (IFT) oder mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern (MAK), erfolgen (Allan
et al., 1998).

Da PCV-2 keinen CPE aufweist, ist die Anzucht als diagnostisches Mittel nicht sehr
verbreitet. Jedoch ist es moglich PCV-2 in verschiedenen Zelllinien zu kultivieren (Al-
lan et al., 1994; McNeilly et al., 1996). In der von Tischer et al. (1987) erstmals ver-
wendeten PK15-Zelllinie lassen sich die besten Ergebnisse erzielen. Auch in huma-

nen Zelllinien kénnen PCV-1 und PCV-2 persistieren (Hattermann et al., 2004).
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2.8.2 Elektronenmikroskopie

Am besten lassen sich die Viruspartikel in PK15-Zellen vermehren und anschlie3end
elektronenmikroskopisch untersuchen (Stevenson et al., 1999). Die infizierten Zellen
zeigen elektronendichte Einschlusse von unterschiedlicher GréRe und runder bis
ovaler Form. Die Einschlisse lassen sich anhand ihrer GréR3e in zwei unterschiedli-
che Typen einteilen. Die einen sind sehr klein (0,1 bis 0,5 um) und enthalten lockere
Aggregate von ikosahedralen Nukleokapsiden mit einem Durchmesser von 10 bis 14
nm. Die anderen sind deutlich gréRer (0,5 bis 5 um) und sind von einer trilaminaren
Membran umgeben. Im Inneren befinden sich unterschiedliche Mengen von Virionen

und elektronendichte myelinoide, kristalline Lamellen.

Einschliisse im Inneren von Zellkernen weisen keine Wandhaftung auf und sind
meist mit Heterochromatin-Aggregaten und Nukleoli assoziiert. Die Einschlisse kdn-
nen von unregelmaRiger Gestalt und Grof3e (10 bis 12 nm) sein oder eine runde
Form (0,1 bis 1 um) mit scharf abgegrenztem Rand besitzen (Stevenson et al.,
1999).

2.8.3 Antikorpernachweis

Eine indirekte Methode beruht auf dem Nachweis von Antikérpern gegen PCV-2, die-
se treten in der Regel 7-14 Tage nach der Infektion auf. Der Nachweis von IgG-
Antikdrpern deutet auf eine weiter zurlickliegende Infektion hin, wahrend der Nach-
weis von IgM-Antikdrpern fir eine akute Infektion spricht. Dieses Verfahren wird

heutzutage teilweise kommerziell eingesetzt.

2.8.3.1 Indirekter Immunfluoreszenztest und indirekter Immunperoxidasetest

Bei diesen beiden Methoden werden Antikérper gegen PCV-1 und PCV-2 nachge-
wiesen. Allan et al. (1998) beschreiben sowohl einen indirekten Immunfluoreszenz-
test als auch einen indirekten Immunperoxidasetest, mit dessen Hilfe zwischen PCV-

1- und PCV-2-Antikérpern unterschieden werden kann. Dennoch rdumen sie ein,
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dass Kreuzreaktionen nicht ausgeschlossen werden konnen, wenn auch die Titer
gegen PCV-1 vergleichsweise niedrig sind. Aufgrund weiterer, aus mehreren Studien
bekannten Kreuzreaktionen von PCV-1 mit PCV-2 (Dulac und Afshar, 1989, Rodri-
guez-Arrioja et al., 2000; Calsamiglia et al., 2002b), muss davon ausgegangen wer-

den, dass hohe PCV-1-Titer oftmals falsch eingeschéatzt wurden.

2.8.3.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

In der Literatur ist ein ELISA beschrieben, der auf dem Nachweis von 1gG-
Antikdrpern beruht, die spezifisch gegen PCV-2 gerichtet sind (Harding, 1999). Nach
Walker et al. (2000) liegt die Sensitivitat dieses ELISA’s bei 99,58 % und die Spezifi-
tat bei 97,14 %. Der Test scheint auch dazu geeignet, Antikérper in Seren anderer
Tierspezies nachzuweisen. Ein anderes ELISA-System beruht auf dem Nachweis
von Antikdrpern, die gegen ein rekombinantes Hauptkapsidprotein gerichtet sind
(Nawagitgul et al., 2002).

2.8.4 Antigennachweis

Der Antigennachweis weist, in der Probe befindliches Antigen (Virusbestandteile)
nach. Durch diese Methode ist es mdglich, schon sehr friih im Infektionsgeschehen

einen positiven Erregernachweis zu fihren.

2.8.4.1 In situ-Hybridisierung (ISH)

Die in situ-Hybridisierung erméglicht es, PCV-2 direkt im Schnittpraparat sichtbar zu
machen. Mit dieser Methode kann DNA auch in formalinfixierten und paraffineinge-

betteten Proben nachgewiesen werden.

Fur ISH werden Sonden (kiinstlich hergestellte markierte Nukleinsduresequenzen)

verwendet, die in der Lage sind, an Nukleinsaureseqgenzen des nachzuweisenden
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Erregers zu binden. Fir den Nachweis von PCV-2 sind sowohl Sonden, die das gan-
ze Genom umfassen (1759 Bp; Allan et al., 1998; McNeilly et al., 1999; Nawagitgul et
al., 2000), als auch bedeutend kiirzere Sonden beschrieben (40 Bp; Rosell et al.,
2000a).

Mit Hilfe der ISH konnte PCV-2 in vielen verschiedenen Geweben nachgewiesen
werden. Besonders betroffen waren vor allem lymphatische Gewebe, die Leber, Lun-
ge, Niere, Herz, Dinn- und Dickdarm. Bei den am haufigsten positiven Zellen handelt
es sich um Makrophagen, mehrkernige Riesenzellen und histiozytare Zellen (Rosell
et al., 1999; Allan und Ellis, 2000). Die Starke des Signals ist dabei ein Hinweis auf
das Ausmaf der Depletion (Darwich et al., 2002).

Die Sensitivitat ist bei dieser Methode nicht sehr hoch, jedoch korrelieren die Ergeb-
nisse deutlich besser mit PMW S-typischen Léasionen als die konventionelle PCR

(Calsamiglia et al., 2002c).

2.8.4.2 Immunhistochemie (IHC)

Bei der Immunhistochemie handelt es sich um eine Antigen-Antikdrperreaktion, bei
der das histologische Schnittpraparat mit einer Antikdrperlésung Uberschichtet wird.
Die Antikorper, die in der Regel von der Maus oder vom Kaninchen stammen, sind
entweder schon markiert, oder werden im Rahmen der Aufbereitung mit einer zwei-
ten Schicht markierter Antikorper Uberschichtet. Im positiven Fall kommt es durch

Bindung von farblich makierten Antikdrper zu einer farblichen Kennzeichnung.

Fir die IHC werden sowohl polyklonale (Ellis et al., 1998; McNeilly et al., 1999) als
auch monoklonale Antikorper (Ellis et al., 1998; McNeilly et al., 1999, 2001; Grierson
et al., 2004) verwendet. Spezielle monoklonale Antikérper aus der Maus, die sich
gegen das Kapsidprotein (ORF2) richten, beschreiben Grierson et al. (2004).

2.8.4.3 Fluoreszenz-Antikdrper-Test im Gefrierschnitt (FAT)

Der Fluoreszenz-Antikérper-Test im Gefrierschnitt wird analog zur Immunhistochemie

durchgefiihrt. Der Unterscheid ist, dass beim FAT das Gewebe nur eingefroren wird
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und nicht aufbereitet werden muss. Die Gewebeprobe wird bei -15°C bis -20°C in 5
pum dunne Schichten geschnitten und mit Antikdrpern tberschichtet. Die Auswertung

der Schnitte erfolgt mit dem Fluoreszenz-Mikroskop (Allan et al., 1999).

2.8.4.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion; PCR) ist in der heuti-
gen Zeit eine der wichtigsten Methoden zum Nachweis von PCV-2. Mit Hilfe der PCR
kann PCV-2 aus vielen verschiedenen Probenmaterialien nachgewiesen werden, wie
z.B. Nasen-, Augen-, Bronchial-, Tonsillensekret, Samen, Urin und Kot (Krakowka et
al., 2000b; Hamel et al., 2000; Calsamiglia et al., 2002c). Aufgrund der hohen Spezi-
fitat der eingesetzten Primer ist es mit Hilfe dieser Methode mdglich, zwischen PCV-1
und PCV-2 zu differenzieren (Allan et al., 1999; Kim et al., 2001; Deboisseon et al.,
2004).

Im Vergleich zur ISH weist die PCR eine wesentlich héhere Sensitivitat auf, sodass
selbst kleinste Mengen an PCV-2 in einer Probe nachgewiesen werden kénnen, die
nicht unbedingt mit dem Auftreten klinischer Symptome assoziiert sein miissen. Da-
her missen fur eine eindeutige Diagnostik von PCVD stets die histologischen Befun-
de berlcksichtigt werden (Segales und Domingo, 2002), oder es muss eine quantita-
tive PCR durchgefiihrt werden, mit deren Hilfe die genaue Bestimmung der PCV-2-

Belastung mdoglich ist (Olvera et al., 2004; Rovira et al., 2002; Liu et al., 2000).
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material

Als Untersuchungsmaterial dienten Gewebeproben von Wild- und Hausschweinen.

Die Wildschweine wurden bei Jagden im gesamten Bundesgebiet beprobt (Stadt-
staaten Hamburg und Bremen ausgenommen), die Hausschweine an Schlachthéfen

in KoIn, Andernach, Wirzburg, GieRen und Kupferzell.

3.1.1 Probenmaterial

Bei den beprobten Haus- und Wildschweinen handelte es sich um willkiirlich ausge-

wahlte Tiere, die als klinisch unaufféllig anzusehen waren.

Bei den Wildschweinen wurden die Proben in der Jagdsaison 2004/2005 (n=186),
2005/2006 (n=175) und 2006/2007 (n= 170), bei den Hausschweinen in 2007/2008
(n=308) genommen.

Bei den Hausschweinen wurden zuséatzlich 32 Tiere beprobt, die als ,nicht fir den

menschlichen Verzehr geeignet” klassifiziert und aussortiert wurden.

Die Verteilung der Reviere in Deutschland, innerhalb derer die Tiere beprobt wurden,

ist in der Abbildung 5, der Probenumfang in Tabelle 5 dargestelit.
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Kanographie: Inabiut 8 Geographie, JLU-Geden

Abbildung 5: Verteilung der Reviere in Deutschland, in denen die Tiere beprobt
wurden (weil3e Kreise: Wildschweinherkunft, graue Vierecke: Hausschweinherkunft)
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Tabelle 5: Anzahl der pro Bundesland beprobten Wild- und Hausschweine

Bundes- Wildschweine Hausschweine
land

Bundesland

(Q‘Srl:;)r " | 04/05 | 05/06 | 06/07 |gesund | krank | Gesamt
Baden-
Wiirttemberg BW 22 8 12 47 20 67
Bayern BY 15 15 13 43 8 51
Saarland SL 19 11 17 0 0 0
Rheinland- RP 19 | 11 16 17 1 18
Pfalz
Hessen HE 17 13 10 27 2 29
Thiringen TH 6 20 13 18 0 18
Sachsen SN 10 11 14 29 0 29
Nordrhein- NW 15 | 15 10 29 0 29
Westfalen
Sachen-Anhalt ST 8 21 9 11 1 12
Niedersachsen NI 18 12 12 24 0 24
Brandenburg BB 15 10 9 24 0 24
Berlin BE 4 0 9 0 0 0
Mecklenburg- MV 10 | 17 | 13 16 0 16
Vorpommern
Schleswig- SH 8 | 11 | 13 23 0 23
Holstein
Gesamt 186 175 170 308 32 340

Fir die Untersuchung wurden Tonsille, Lunge, Lungenlymphknoten, Milz und ab

2005/2006 zuséatzlich Mesenteriallymphknoten entnommen.

Die Lungengewebeproben stammten immer aus dem rechten dorsalen Lungenlap-

pen.

Da es aus zeitlichen Griinden im laufenden Schlachtbetrieb nicht immer méglich war,
von jedem Tier jedes Organ zu entnehmen, ergibt sich folgende Organverteilung der
Proben (Tabelle 6).

Tabelle 6: Organverteilung der Proben

Lungenlymph- | Darmlymph-
Tonsille Lunge Milz
Knoten knoten
Wildschwein® 273 307 250 170 297
Hausschwein 340 340 335 325 340

*Es werden nur Organproben der Wildschweinjahrgange 2004/2005 und
2006/2007 bericksichtigt.




Seite |37

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller / Lieferant
Skalpell-Klingen Nr. 23 B. Braun Melsungen AG, Melsungen
PCR-Platten, 96 well Thermo-Fast 96 ThermoFisher Scientific, Schwerte
Detection Plate

Abdeckfolien — Absolute QPCR Seal ThermoFisher Scientific, Schwerte
Stahlkugeln 5mm Retsch, Disseldorf

PSQ-Platten, 96 Well (Pyrosequencing)  Biotage/Qiagen, Hilden, Deutschland

3.1.3 Gerate

Bezeichnung Hersteller / Lieferant

Zentrifuge — Biofuge fresco Heraeus, Hanau

Zentrifuge — Labofuge 400 Heraeus, Hanau

Thermo-Cycler — TGradient 96 Biometra GmbH, Géttingen

Thermo-Cycler — Tpersonal 48 Biometra GmbH, Géttingen

Bildanalysesystem — BioDocAnalyze Biometra GmbH, Géttingen

Gelektrophorese — Horizon 58 Biometra GmbH, Géttingen

Photometer — UltraSpec 1100pro GE Healthcare, Miinchen

Photometer- nanodrop 1000 Thermo Scientific

Ruttelplatte — Monoshake Thermo Electron LED GmbH, Langen-
selbold

PyroMark Vacuum Prep Tool Biotage/Qiagen, Hilden

PyroMark ID Biotage/Qiagen, Hilden

Kugelmuhle — Retsch MM300 Retsch, Dusseldorf

7300 Real Time PCR System Applied Biosystems, Darmstadt

Trockenschrank — Memmert Typ UM 400 Memmert, Schwalbach
Laminar Air Flow Gelaire Class 100 Heraeus, Hanau
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3.1.4 Reaktionskits

Bezeichnung
Viral RNA Mini Kit

enthalt: Lysispuffer AVL; Waschpuffer AW 1 und
AW 2; Elutionspuffer AVE; Extraktionsséaulen
Pyro Gold SQA Reagents

Mit Nukleotide (NTP), Enzym-Mix, Substrat-Mix
Multiplex PCR Mastermix

3.1.5 Chemikalien
Bezeichnung

Annealing-Puffer
Binding-Puffer
Wasch-Puffer
Streptavidin-Sepharose TM
DNA-Leiter 100bp

Ethanol

Ethidiumbromid

Absolute Blue QPCR Mastermix
Agarose

Tris

Essigsaure

EDTA

Orange G

Saccharose

NaCl

Tris-HCI

Tris-Acetat

Tween 20

Mg-Acetat

NaOH

Oligonukleotide

Hersteller / Lieferant

Qiagen, Hilden

Biotage/Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Hersteller / Lieferant
Biotage/Qiagen, Hilden
Biotage/Qiagen, Hilden
Biotage/Qiagen, Hilden
GE Healthcare, Miinchen
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
ThermoFisher Scientific
Biozym, Hessisch Oldendorf
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Biomers, Ulm



3.1.6 Computerprogramme

Bezeichnung

7300 Sequence Detection Software Ver-
sion 1.4

Detection Software PyroMark ID 1.0
Statistical Package for Social Sciences*”
(SPSS, version 15.0)

Clustal X 1.8

nBLAST

Oligo 4.0

BioDocAnalyze 2

Microsoft Excel

GenBank®

3.2 Methoden

3.2.1 Probenentnahme
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Hersteller / Lieferant

Applied Biosystems, Carlsbad, USA

Biotage/Qiagen, Hilden, Deutschland
SPSS, Chicago, lllinois, USA

Science Foundation Ireland, Irland
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
Molecular Biology Insights, USA
Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Deutschland GmbH, Unter-
schleiBheim, Deutschland

Microsoft

http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/

Bei den Wildschweinen fand die Probenentnahme bei jeder Jagd an einer zentralen

Sammelstelle statt. Die Hausschweine wurden wahrend des normalen Schlachtab-

laufs beprobt.

Bei allen Tieren wurden jeweils frische, latexfreie, sterile Einmalhandschuhe und ste-

rile, einzeln verpackte Skalpellklingen verwendet, um Kreuzkontaminationen zwi-

schen Folgetieren zu vermeiden.

Fir die statistische Auswertung wurden von jedem Tier die Herkunft (Wildschweine:

Revier; Hausschweine: Herkunfts-Landkreis), das Alter (Wildschwein: Zahnalters-

schatzung) und das Gewicht aufgenommen.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.2.2 Zahnaltersschatzung

Fir die Altersschatzung beim Wildschwein wurde die Methode nach Stubbe (2001)
verwendet (Tabelle 7). Bei den Hausschweinen kam die Methode nach Dyce et al.
(1991) zum Einsatz.

Da am Schlachtband aus Zeitgriinden keine eingehende Beurteilung des Zahnstatus
mdglich war, wurden die Hausschweine in Altersgruppen von 0-1 Monate, 1-2 Mona-

te, 2-3 Monate und uber 3 Monate eingeteilt (Tabelle 8).

3.2.3 Gewichtsbestimmung

Bei den Wildschweinen wurde das Gewicht entweder geschatzt oder mit Hilfe einer

Federwaage ermittelt.

Fir die Gewichtsbestimmung der Mastschweine (Alter ca. 6 Monate) und Spanferkel
wurden die Fleischkontrollausdrucke von den jeweiligen Schlachthéfen zur Verfi-

gung gestellt.

3.2.4 Lagerung der Proben

Die Proben wurden nach der Entnahme in sterile Plastikpetrischalen mit eindeutiger

Kennzeichnung gegeben und bei 4 - 8°C fur maximal 24 Stunden gelagert.

Im Labor der Klinik fir Schweine wurden die Proben in 2 ml-Eppendorf-Geféalie ali-

quotiert und dort bis zur weiteren Bearbeitung bei —20°C eingelagert.
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Tabelle 7: Zahnaltersschatzung beim Wildschwein nach Stubbe, 2004

Alter in Monaten

Beschreibung

<1 i3 und c im Unterkiefer vorhanden
1 p4 durch Zahnfleisch durchgebrochen
2 i1 voll entwickelt
3 p3 voll entwickelt
4 i2 voll entwickelt
55 M1 voll entwickelt (fir Alter 6 Monate keine sichere Differen-
zierung moglich, daher Mittel von 5,5 Monaten)
7 ¢ oder i3 wackelt
8 i3 ausgefallen
9 c ausgefallen
10 13 voll entwickelt oder M2 im Zahnfleisch ertastbar, P1 voll
entwickelt
11 M2 durch Zahnfleisch durchgebrochen
12 C voll entwickelt
13 i1 wackelt
14 i1 ausgefallen
15 11 voll entwickelt oder p2-4 ausgefallen
16 P4 hat mindestens die halbe Héhe des M1 erreicht
17,5 P2-4 voll entwickelt (fir Alter 18 Monate keine sichere Diffe-
renzierung méglich, daher Mittel von 17,5 Monaten)
19 i2 wackelt, M3 im Zahnfleisch tastbar
20 i2 ausgefallen
21 12 voll entwickelt
24 M1 beginnt flachige Zahnabnutzung im OK und UK
26 M3 durchgebrochen
30 M3 voll entwickelt
36 M2 Beginn der flachigen Abnutzung
48 M1 flachige Abnutzung im UK
60 M2 im OK und M3 im UK beginnt flachige Abnutzung
72 M1 im OK flachig abgenutzt
84 M2 im UK flachige Abnutzung
96 M2 im OK flachig abgenutzt, M3 im OK beginnt flachige Ab-
nutzung
108 M3 im UK flachig abgenutzt

GroRRbuchstaben: Dauerzéhne
Kleinbuchstaben: Milchzahne

I/i Dentes inzisivi
Cl/c Dentes canini

P/p Dentes praemolares

M/m Dentes molares
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Tabelle 8: Zahnaltersschatzung beim Hausschwein nach Dyce et al., 1991

Zahnformel UK Alter in Monaten

i3, ¢ durchgebrochen 0 (Geburt)

i1, p3, p4 durchgebrochen

p2 durchgebrochen

i2 durchgebrochen

P1 durchgebrochen

O WN|F

M1 durchgebrochen

Grolbuchstaben: Dauerzahne
Kleinbuchstaben: Milchzahne
I/i Dentes inzisivi

Cl/c Dentes canini

P/p Dentes praemolares

M/m Dentes molares

3.3 Probenaufbereitung

Zur |Isolierung der Nukleinsduren aus den Gewebeproben wurde ein auf Silicagel ba-
sierendes Verfahren verwendet, bei dem in Gegenwart chaotroper Salze die Nuklein-
saure an die Silicageloberflache gebunden wird. Nach dem Waschen mit alkoholhal-
tigen Waschpuffern wird die Nukleinsédure unter Niedrigsalzbedingungen von der

Silicagelmembran eluiert.

Die DNA wurde mit dem Qiagen Viral RNA Mini Kit aus den verschiedenen Geweben
isoliert. Diese Methode zeigte auch fiir die Isolation von DNA, gegenuber Vergleichs-
methoden, Uberlegene Ergebnisse. Hierzu wurden 25-50 mg Gewebe in ein 2 ml Ep-
pendorf-Gefald Uberfiuhrt. Nach Zugabe von 560 pl AVL-Puffer und einer 5 mm Stahl-
kugel wurde das Gewebe in der Kugelmihle bei 25 Hz fir 2 min zerkleinert. Die
Stahlkugel wurde entfernt und die Suspension fir mindestens 10 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. AnschlieRend wurden 560 pl Ethanol zugegeben, gemischt und zur
Abtrennung fester Bestandteile bei 16.000 x g fur 3 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde komplett auf eine Extraktionsséule mit Silicagelmembran gegeben und bei
8.000 x g fur eine Minute zentrifugiert. Danach erfolgten zwei Waschschritte mit je-
weils 500 pl Waschpuffer AW1 bzw. AW 2 und einer Zentrifugation bei 8000 x g fiir
eine Minute (AW1) bzw. 16000 x g fir 3 min (AW2). Zur Elution der Nukleinsauren
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von der Silicagelmembran wurden 60 pl AVE-Puffer auf die Séule pipettiert, 5 Minu-

ten inkubiert und die Saulen bei 8.000 x g fir eine Minute zentrifugiert.

Die eluierte DNA/RNA wurde bei — 20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

3.4 Nested PCR

Die PCV-spezifische DNA wurde mit Hilfe einer nested PCR (nPCR) nachgewiesen.
Die dafur verwendeten Primer sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Die erste PCR wurde in einem 20 pl-Ansatz durchgeftuihrt, der 10 pl 2x Multiplex Mas-
termix, 2 pl Primermix (PCVS/ PCVAS1/ PCVAS2; f.c. 0,6 uM), 6 pl Wasser und 2 pl
Proben-DNA (ca. 200 ng) enthielt. Die Primer waren gegen das Capsid-Gen gerichtet
und spezifisch fiir PCV, differenzierten allerdings nicht zwischen PCV-1 und PCV-2.

Die Zyklusbedingungen waren wie folgt: initiale Aktivierung der DNA-Polymerase fir
15 min bei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 94°C fir 30
sec, Annealing bei 61°C fur 90 sec und Extension bei 72°C fir 1 min, gefolgt von der

finalen Extension bei 72°C fur 10 min.

Der Ansatz fur die zweite (nested) PCR hatte ein Gesamtvolumen von 10 pl, beste-
hend aus 5 pl 2x Multiplex Mastermix, 1 pl Primermix (PCV1S/ PCV1AS/ PCV2IS/
PCV2IAS; f.c. 0.8 uM), 3 pl Wasser und 1 pl des 1/100 mit TE-Puffer verdiinnten
PCR-Produktes aus der ersten PCR. Die Primer der zweiten PCR dienten der Diffe-

renzierung zwischen PCV-1 und PCV-2.

Die Zyklusbedingungen waren wie folgt: Initiale Aktivierung der DNA-Polymerase bei
95°C fir 15 min, gefolgt von 35 Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 94°C fur 30
sec, Annealing bei 61°C fur 90 sec und Extension bei 72°C fur 1 min, gefolgt von der

finalen Extension bei 72°C fur 10 min.
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3.4.1 Gelelektrophorese

Fir die Gelelektrophorese wurden 5 pl des PCR-Produktes auf einem 2%igen
Ethidiumbromid-haltigen (0,4 - 0,5 pg/ml Gel) Agarose-Gel analysiert. Die Elektro-
phorese erfolgte in TAE-Puffer bei 15 V/cm Gel fiir 20 min.

Als GroRRenstandard diente eine 100 Bp-Leiter.

Die Gele wurden unter UV-Licht fotografiert, digitalisiert und anschlieend archiviert

und ausgewertet.

3.5 Realtime PCR

Zur quantitativen Bestimmung der Viruslast in den Gewebeproben wurde eine
Realtime-PCR (quantitative PCR, qPCR) etabliert.

Bei der gPCR kann die Entstehung des PCR-Produktes anhand von Fluoreszenzsig-
nalen in Echtzeit verfolgt werden. Dabei ist die Fluoreszenzintensitat direkt proporti-
onal der gebildeten Menge an PCR-Produkt. Das Prinzip der qPCR ist in Abb. 5 dar-
gestellt. Zum quantitativen Nachweis von PCV-2 wurde eine Hydrolysesonde
(Tagman-Sonde) eingesetzt. Die Tagman-Sonde besitzt am 5-Ende einen Reporter
in Form eines Fluoreszenzfarbstoffes (6-FAM) und am 3-Ende einen
Rhodaminfarbstoff (TAMRA) als Quencher (Ausléscher). Solange Reporter (R) und
Quencher (Q) unmittelbar benachbart sind, wird die von dem Reporter emittierte Flu-
oreszenz durch den Quencher ausgeldscht. Bindet die Sonde jedoch an die Ziel-
DNA, so wird sie wahrend der Verlangerungsphase der Primer durch die 5-3'-
Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase abgebaut. Dadurch werden Reporter und
Quencher raumlich voneinander getrennt. Dies hat zur Folge, dass Fluoreszenz emit-
tiert wird, die gerateseitig registriert und in Echtzeit (Realtime) in einen Rechner tber-

tragen wird.
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Taq-Polymerase

Forward '\*/v ® t:
Primer Tag *«—R J
Proben-DNA
‘ Revers

Primer
Tag-Polymerase

Forward R + x
Primer @'\ (1)
\

Proben-DNA

Revers
Primer

*
-~
o " o3

Forward - i
—

Primer
@ Revers

Primer

Proben-DNA

Abbildung 6: Funktionsprinzip der Realtime-PCR

Fir die quantitative, PCV-2-spezifische PCR (qPCR) verwendeten wir einen 25 pl
Ansatz, bestehend aus 12,5 pl 2x Absolute Blue QPCR Master Mix, 9 pl Primermix
(PCV2F/ PCV2R; f.c. 1,8 uM; siehe Tabelle 9), 1 ul Sonde (PCV2S; f.c. 0,2 uM) und
2,5 ul Proben-DNA (75- 150 ng/ul). Die Primer waren gegen Sequenzen des
Capsidgens von PCV-2 gerichtet.

Die Zyklusbedingungen waren wie folgt: initiale Aktivierung der DNA-Polymerase bei
95°C fir 15 min, gefolgt von 40 Zyklen mit einer Denaturierung bei 94°C fir 30 sec
und einem kombinierten Annealing- und Extentionschritt bei 60°C fur 1 min.

Die Daten wurden mit dem 7300 Real Time PCR System gesammelt und anschlie-

3end mit der Sequence Detecion Software 1.4 ausgewertet.

Die Virusmenge wurde anhand einer Standardkurve, bestehend aus PCV-2-DNA von

1+ 107 bis 1« 102 Kopien pro PCR-Reaktion, bestimmt.
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Tabelle 9: Primer fur die konventionelle (nPCR) und quantitative PCR (qPCR)

Primer- Amplifikat- Litera-
mer- Sequenz (5°- 3") Position® tur
name lange in Bp
boys | CGG GAG GAG TAG TTW AYA 13231343 fwcl?

TAG G
peyas | CAT CTT GGA AAC ATC CTC C o Reiner
L 1667-1685,ev° | Eta
PCVAS (2010)
y CAT CTT GGC CAG ATC CTC
PCVIA | CCT TCA GAA ACC GTT ACA GAT 1628 — 1650,
S GG 327 rev
PCVIS | AGG GGT CAT AGG CCA AGT TG 1321-1340 fwd?
PCV2IS | TAG GTT AGG GCT GTG GCC TT 1322 - 1341, | LaRo-
264 fwd chelle
PCV2IA 1566 — 1585, | etal.
«-"'| CCG CAC CTT CGG ATATAC TG 7 e

PCV2F | CCA GGA GGG CGT TGT GAC T o8 1535-1553 fwd?| |

PCV2R | CGC TAC CGT TGG AGA AGG AA 1614-1633 rev’ | OV

6-Fam 5-AAT GGC ATC TTC AAC 1589-1609, ;

PCV2S ACC CGC CTC T-3' Tamra fwd? (2004)

! Position in der PCV-2-Sequenz mit der Acc.No. AY094619

2 fwd, forward; 3 rev, reverse

3.5.1 Verifikation der PCR-Produkte

Um die Amplifikate zu verifizieren, wurden drei Proben von Wildschweinen aus der

gPCR exemplarisch ausgewahlt und sequenziert (GATC Biotech AG, Konstanz). Die

Sequenzen der Amplifikate wurden mit Hilfe des Programmes BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) mit PCV-2-Sequenzen aus der Nukleotid-Datenbank (Gen-

Bank®) verglichen.
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3.6 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung ist eine Methode um kurze DNA-Abschnitte bis 100 Bp zu
sequenzieren. Sie wurde 1996 von Pal Nyrén und Mostafa Ronaghi in Stockholm
entwickelt. In dieser Arbeit dient die Pyrosequenzierung zur Sequenzanalyse von
zwei DNA-Abschnitten auf dem PCV-2-Genom, die eine Genotypisierung der

porcinen Circoviren zulassen.

Im Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung wird bei der Pyrosequenzierung das frei-
gesetzte Pyrophosphat, das beim Einbau eines Nukleotids durch die DNA-
Polymerase entsteht, in einer enzymatischen Reaktion quantitativ gemessen. Vor der

eigentlichen Pyrosequenzierung missen folgende Vorbereitungen getroffen werden:

1. Amplifikation des zu untersuchenden DNA-Abschnittes mittels PCR, wobei ei-
ner der beiden Primer biotinyliert ist

2. Immobilisierung der biotinylierten PCR-Produkte an Streptavidin-Kugelchen

3. Abspalten des nicht-biotinylierten Stranges durch Denaturierung mit Natron-
lauge

4. Waschen und Neutralisieren des immobilisierten Stranges

o1

Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierungsreaktion (Abbildung 7) l&uft in 4 Schritten ab, an denen ins-

gesamt vier Enzyme beteiligt sind.

Der erste Schritt ist die Hybridisierung des Sequenzierungsprimers an den immobili-

sierten, biotinylierten DNA-Strang.

Im zweiten Schritt wird das erste Nukleotid eingespritzt. Ist dieses komplementar zu
der Base des gegeniiberliegenden Stranges, so wird es von der DNA-Polymerase

eingebaut. Durch den Einbau wird Pyrophosphat (PPi) freigesetzt.
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Das Pyrophosphat wird im dritten Schritt durch die ATP-Sulfurylase in Gegenwart
von Adenosin-5’-phosphosulfonat quantitativ zu ATP umgewandelt. In einer Folgere-
aktion wird mit Hilfe des gebildeten ATPs Luciferin mittels Luciferase in Oxyluciferin
umgewandelt und dabei Licht erzeugt, dessen Intensitét proportional zur Menge des
ATPs ist. Das Licht wird Uber eine CCD-Kamera aufgenommen und als Peak im

Pyrogramm dargestellt.

Im vierten Schritt werden uberschissige Nukleotide durch Apyrase abgebaut und

das nachste Nukleotid wird eingespritzt. Die Reaktion beginnt von vorn (Schritt zwei).

Polymerase

ADP+Pi

Abbildung 7: Funktionsprinzip der Pyrosequenzierung
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3.6.1 Durchfuhrung der Pyrosequenzierung

Um die eigentliche Pyrosequenzierungs-Reaktion durchfiihren zu kdnnen, musste die
Proben-DNA zunéchst in einer vorgeschalteten PCR mit einem biotinylierten Primer

amplifiziert werden.
Die einzelnen Schritte werden im Folgenden gezeigt (Abb. 8):

1. Annealing

Biotin

Primer
DNA-Strang
2. Polymerase
Biotin l;oqumarase
Q )
DNA-Strang
3. Synthese des Komplementarstrangs
Biotin W g Polymerase
S iotinylierter DNA -Strang —
DNA-Strang

4. Bindung des biotinylierten Strangs an Streptavidin
Streptavidin-Sepharosekiigelchen

Biotin »

ylierter DNA-Strang

5.Fangen der zu sequenzierenden DNA mit dem PrepTool

‘ Vakuum-PrepTool

Streptavidin-Sepharosekiigelchen

Biotin b lierter DNA-Strang

Abbildung 8: Vorbereitende Arbeitsschritte fur die Pyrosequenzierung

Die Biotinylierungs-PCR wurde in einem 40 pl-Ansatz durchgefihrt, bestehend aus
20 pl 2x Multiplex Mastermix (Qiagen, Hilden), 4 pl Primermix (ORF2: Pyro-PCV2-F,
Pyro-PCV2-R; ORF3: ORF3F, ORF3R; f.c. 0,4 uM; siehe Tabelle 10), 12 pl Wasser
und 4 ul Probe.
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Die PCR-Bedingungen waren wie folgt: initiale Aktivierung der DNA-Polymerase fir
15 min bei 95°C, gefolgt von 35 Zyklen bestehend aus Denaturierung bei 94°C fir 30
sec, Annealing bei 52°C (ORF2) bzw. 59°C (ORF3) fir 90 sec und Extension bei
72°C fur 30 sec, gefolgt von einer finalen Extension bei 72°C fir 10 min.

Die PCR-Produkte wurden stichprobenartig auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen
und analysiert (Kap. 3.4.2).

Die PCR-Produkte wurden in eine 96-well PCR-Platte tUberfuihrt und mit aq. bidest.
auf 40 pl aufgefillt. AnschlieBend wurden Streptavidin-Sepharosekiigelchen in Bin-
dungspuffer (40 pl) dazugegeben.

Zum Binden der biotinylierten PCR-Produkte an die Streptavidin-Sepharosekigel-
chen wurde die 96-well PCR-Platte bei Raumtemperatur fur 5-10 min auf einer Rit-
telplatte inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Streptavidin-Sepharosekigelchen mit dem sog.
Preptool gefangen. Dieses besteht aus 96 Sonden, die an ihrer Spitze eine Membran
besitzen und beim Anlegen eines Vakuums als Saugarme fungieren. Nachfolgend
wurden die Proben jeweils fir 5 sec in 70%igem Ethanol, 0,2 M NaOH und 10 mM
Tris-Acetat gewaschen. Danach wurden die Proben in eine 96-well PSQ-Platte tber-
fahrt, in die bereits 40 pl Sequenzierungsprimer (ORF2: Pyro-PCV2-S; ORF3:
ORF3S); f.c. jeweils 0,4 uM) in Annealing-Puffer (Tabelle 10) vorgelegt wurde. An-
schlieRend wurde die PSQ-Platte bei 80°C 2 min inkubiert. Dadurch wurde ein spezi-
fisches Annealing der Sequenzierungsprimer an den biotinylierten DNA-Strang er-

reicht.
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Tabelle 10: Primer fir die Pyrosequenzierung

. oo Amplifi- Posi- | Litera-
Primername Sequenz (5°-3") katlange in Bp | tion tur
Pyro-PCV2-F GCCCTGAAT_I'I_"AI':CATATGAAA 064-987

Biotin-5"- 104 1044-
Pyro-PCV2-R ATTTAATCTTAAA- 1068 Reiner
GACCCCCCACT-3 etal.
Pyro-PCV2-S TTTATCACTTCGTAATGG 11%0119 (2010)
ORF3F ATTGTTGGCGAGGAGGGTAA 180-199
Biotin-5"- 318
ORF3R | CCCGCGGAAATTTCTGAC-3 480-497
ORF3S GTAAAGAAGGCAACTTAC 343- 360

! Position in der PCV-2-Sequenz mit der Acc.No. AY424403

Nach Abkihlen der PSQ-Platte wurde diese in das PyroMark ID System eingesetzt.

Eine Cartridge wurde mit Nukleotiden, Enzymmix und Substrat befullt und ebenfalls
in das PyroMark ID System installiert und das System gestartet.

Nach Abschluss der Pyrosequenzierung wurde die Sequenz der PCR-Produkte mit
der Analyse-Software Pyro-Mark ID 1.0 bestimmt.

3.7 Genotypisierung von PCV-2

Die Genotypisierung der PCV-2-positiven Proben und der in der Datenbank einge-
stellten PCV-2-Sequenzen erfolgte nach Segales et al. (2008). Zusétzlich wurde eine
Genotypisierung anhand des ORF3 von PCV-2 vorgenommen, der eine hochvariable

Region am 3’-Ende besitzt.

3.7.1 Analyse der aus der Datenbank extrahierten PCV-2-Sequenzen

Die GenBank® (Stand August 2009) wies 520 Eintrage von kompletten PCV-2 ORF2-
und ORF3-Sequenzen auf, davon stammen 124 von PCV-2-Stdmmen européischer
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Schweine, mit nur funf Sequenzen von Hausschweinen aus Deutschland aus den

Jahren 1999/2000. Desweiteren wurden sechs Sequenzen von europaischen Wild-

schweinen verdffentlicht. Die restlichen Eintrdage stammen hauptséachlich aus den

USA und China. Diese Eintrage werden mittels ClustalX miteinander verglichen.

Die PCV-2-Genotypen wurden anhand der von Olvera et al. (2007) und Segales et
al. (2008) beschriebenen ORF2-Sequenzen klassifiziert. Die Einteilung der ORF3-
Typen erfolgte anhand des Alignments der in der GenBank® (Stand August 2009)

vertretenen Eintrage (siehe Kapitel 4.6.3).

Abbildung 9 und Abbildung 10 zeigen die Lokalisation der Primer und die zu

sequenzierende Region im PCV-2-Genom.

964

1011 TITTATTATT TTAAGTGGGG GGTCTTTAAG GGTCTITAAG ATTAAATTCT

ablen in der untersuchten Sequenz (X=variable Position)

171

231

291

351

411

an

Pyro-PCV2-F

CATGCCCTGA

ATTTCCATAT

GAAATAAATT

ACTGAGTCTT

Pyro-PCV2-5

TTTTATCACT

TCGTAATGGT

Pyro-PCV2-R (biotmyliert)

Sequenzierungsprimer.

Abbildung 9: Position der ORF2-Pyrosequenzierungs-Reaktion und mdogliche Vari-

| ORF35
GATTATTTTA TIGTTGGCGA GGAGGGTAAT
TTCGCTAATT TIGTGAAGAA GCAAACATTT
TGCCACATCG AGAAAGCGAA AGGAACTGAT
GGCAACTTAC TGGAGCTCCT
ACTGCTGTGA GTACCTTGTT GGAGAGCGGG
GTAACGTITG TCAGAAATIT CCGCGGGCTG

< ORF3R (biotinyliert) |

| P11111e1‘> Sequenzierungsprimer,

GAGGAAGGAC

AATAAAGTGA

CAGCAGAATA

AGATCTCAAG

AGTCTGGTGA

GAACACCCCA

AATGGTATTT

ALAGAATACTG

GACAACGGAG

CCGTTGCAGA

CCTCCAGGGG
CGGTGCCCGC
ORF35
CAGTAAAGEL
TGACCTGTCT

GCAGCACCCT

Abbildung 10: Position der ORF3-Pyrosequenzierungs-Reaktion und mdgliche Vari-

ablen in der untersuchten Sequenz (X=variable Position)
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Bei den aus der GenBank® extrahierten PCV-2-Sequenzen von Hausschweinen do-
minieren die ORF2/ORF3-Genotypen 2b/1 und 2b/3, alle anderen Genotypen kom-

men sehr selten vor.

Die in der GenBank® veréffentlichten PCV-2-Sequenzen von Wildschweinen zeigen
verschiedene Genotypen - 2b/1, 2a/1, 2b/2, 2b/4 und 2a/10.

3.8 Verteilung der PCV-2 Belastung und dem Vorkommen von PCVD

Die in dieser Arbeit untersuchten Gewebeproben wurden im Rahmen einer weiteren
Dissertation im Fachbereich Pathologie von Frau Dr. Corinna Hohloch immunhistol o-
gisch und histologisch untersucht. Die Daten wurden freundlicherweise zur weiteren

Verwendung zur Verfiigung gestellt.

3.8.1 Immunhistologie (Dissertation Frau Dr. Corinna Hohloch)

Fir die Immunhistologie wurden die Gewebeproben in drei pm dicke Schnitte auf
SuperFrost® Plus-slides (R. Langenbrinck, Emmendingen) gelegt, bei Raumtempe-
ratur getrocknet, anschlieBend in Xylene deparaffinisiert und in einer abgestuften Al-
koholreihe rehydriert. Die endogene Peroxidase-Aktivitdt wurde durch Inkubation in
Methanol mit 0,5% W asserstoffperoxid fir 30 Minuten gehemmt. Um die Sperrungs-
reaktion durchzufuhren, wurden die Schnitte fir 60 min. in unverdiinntem Pferdese-
rum inkubiert. Danach wurde die 1/500 Tris-Puffer-Losung mit 1% Rinder-Serum-
Albumin verdiinnt, welches mit PCV-2 spezifischen, primaren, monoklonalen Antikor-
pern (ORF2) (Ingenasa®™, Spanien) versehen war. Die Schnitte wurden Gber Nacht
bei 4°C inkubiert. Biotinyliertes Pferde-anti-Maus-lgG wurde 1/100 in TBS verdinnt
und die Proben 30 min. damit inkubiert. Anschlieend wurden sie mit Peroxidase-
konjugiertem Streptavidin (1/500 in TBS) fur weitere 30 min. inkubiert. Die Schnitte
wurden mit Diaminobenzidine in Imidazol und Wasserstoffperoxid gegeben und so

nach Papanicolaou gefarbt.
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Bei der Herstellung der Negativ-Kontrolle wurde der primére Antikorper weggelassen.
Als Positiv-Kontrolle diente eine Lymphknotenprobe eines von PCVD betroffenen

Hausschweins.

3.8.2 Klassifizierung von PCVD

Schweine wurden als PCVD betroffene (moderate bis schwere Lymphozyten-
depletion, granulomatdse Entziindung des lymphatischen Gewebes und moderate
bis hohe Mengen an PCV2-Genom-Aquivalenten [mindestens 10e6,5 Kopien PCV2
DNA/ ng DNA-Extrakt in mindestens einem Gewebe]) oder als subklinisch mit PCV2
infizierte (keine oder leichte lymphoide Verédnderungen, wie oben beschrieben, und
nur eine geringe Menge virales Genom) und als nicht- PCVD Tiere (keine lymphati-
schen Lasionen [IHC] und negative gPCR) (Segales, 2002; Segales et al., 2005b)
klassifiziert. Der Schwellenwert von 10e6,5 PCV2 DNA-Kopien pro pg extrahierter
DNA entspricht dem Wert von 10e7 Kopien aus anderen Studien, da sie weniger
DNA benutzen. (Brunborg et al., 2004 : 500ng).

3.9 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit dem Softwarepaket Statistical Package for Social
Sciences (SPSS, Version 15.0) durchgefuhrt. Signifikanzniveaus der Unterschiede in
den Haufigkeiten der Genotypen wurden mit dem Chi2-Test ermittelt. Die Unter-
schiede in den mittleren Genotypfrequenzen zwischen den Gruppen wurden mittels
ANOVA berechnet. Verteilungsungleichgewichte zwischen PCV-Infektionsstatus, Al-
ters- und Gewichtsmerkmalen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test auf Signifikanz

Uberpruft.



4 Ergebnisse

4.1 Alter und Gewicht der Tiere
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Insgesamt wurden im Rahmen der Doktorarbeit 531 Wildschweine und 340 Haus-

schweine untersucht.

Die untersuchten Wildschweine hatten ein durchschnittliches Gewicht von 35 kg *
18,9 kg (5 bis 120 kg) und waren 11 + 9,3 Monate alt (1 - 84 Monate). Bei den Haus-
schweinen lag das Gewicht bei 32,4 kg + 32,1 kg (4 bis 117 kg) und das Alter bei 3,1
+ 1,6 Monaten (1 bis 6 Monate).

Tabelle 11 (Wildschwein) und Tabelle 12 (Hausschwein) zeigen den Probenumfang,

das durchschnittliche Alter und das Durchschnittsgewicht der einzelnen Tiere flr je-

des Bundesland.

Tabelle 11: Alter und Gewicht der Wildschweine nach Bundeslandern

land

Bundes- Alter (Monate) Gewicht (kg)
land Mit- | Standard- An- Standard-
An- tel- abweich- | Min |Max abweich- | Min | Max
Abk. zahl | wert ung zahl ung
BW 42 12,9 7,1 3 25 | 40,3 18,1 10 85
BY 43 12,3 10,9 4 66 | 39,5 19,5 12 106
SL 47 9,4 6,8 15 | 26 | 33,1 20,0 6 85
RP 46 9,4 7,5 3 24 | 28,5 14,9 6 60
HE 40 8,3 5,7 2 24 | 29,3 16,8 10 67
TH 39 8,2 4,2 1 24 | 33,7 18,0 6 95
SN 35 10,0 4,5 5 24 | 34,9 12,3 20 65
NW 40 11,5 11,6 2 60 | 30,6 14,4 5 78
ST 38 12,9 8,7 5 36 | 36,4 17,0 15 85
NI 42 10,1 6,1 4 36 | 38,3 20,1 15 120
BB 34 13,0 11,7 3 60 | 36,9 21,4 14 85
BE 13 15,3 22,5 4 84 | 39,6 34,2 15 110
MV 40 12,5 13,9 2 72 | 33,6 22,4 7 113
SH 32 10,8 6,9 4 24 | 39,8 18,6 20 95
Deutsch- | 531 | 190 9,3 1 | 84350 189 5 | 120




56|Seite

Tabelle 12: Alter und Gewicht der Hausschweine nach Bundeslandern

Bundes- Alter (Monate) Gewicht (kg)
land An- Mittel- Standard- An- Standard-
zahl wert abwei- Min | Max zahl abwei- Min | Max
Abk. chung chung
BW 47 2,3 0,5 2 4 16 4,7 4 28
BY 43 4,1 1,9 2 6 49,1 39,6 6 | 108
SL n.u. n.u. n.u. n.u.| n.u. n.u. n.u. n.u. | n.u.
RP 17 4,9 1,8 2 6 70,1 38,3 14 | 107
HE 27 4,5 2,0 2 6 63,6 39,3 12 | 117
TH 18 1,6 0,5 1 2 10,4 45 6,4 |22,4
SN 29 2,2 0,5 2 4 15,8 3,1 13 | 26,9
NW 29 45 2,0 2 6 66,6 40,7 12 | 104
ST 12 2,0 0,0 2 2 15,9 2,4 12 | 22
NI 24 2,4 0,5 2 3 18 3,1 13,1| 26,5
BB 23 2,3 0,7 1 3 17,3 6,6 59 (32,1
BE n.u. n.u. n.u. n.u.| n.u. n.u. n.u. n.u. | n.u.
MV 16 2,3 0,4 2 3 16,3 2,9 11,1215
SH 23 2,6 0,6 2 4 21,3 54 13 30,3
Dﬁ:tns(fh' 308" | 31 1,6 1] 6 | 324 | 321 4 | 117

zusatzlich wurden 32 Tiere untersucht, die aufgrund von Krankheitserscheinungen
von der Schlachtung ausgeschlossen wurden

Die Tiere der beiden Gruppen unterschieden sich signifikant (p < 0,001) bezuglich

des Alters und des Gewichts innerhalb und zwischen den Bundeslandern.

4.2 Vorversuche

4.2.1 Validierung der qPCR

Die Validierung der quantitativen PCR erfolgte in Anlehnung an die ,Verfahrensan-

weisung zur Methodenvalidierung®, herausgegeben vom Institut fur Medizinische Vi-

rologie, Universitatsklinikum Frankfurt (2006). Dabei wurden zur Bestimmung der

Préazision sowohl ein Intraassay- als auch ein Interassay-Vergleich durchgefiihrt. Au-

Berdem wurden die Sensitivitat, die Spezifitat, die Linearitat und ein gegebenenfalls

auftretender Matrixeffekt untersucht.

Die Nachweisgrenze (LOD) lag bei diesem Testverfahren bei 10 DNA-Aquivalenten

und die Bestimmungsgrenze (LOQ) bei 1-10°> DNA-Aquivalenten pro 100 ng DNA.

Der lineare Bereich erstreckte sich von 1-102 bis 1-10° DNA-Aquivalenten pro 100 ng
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DNA. Die Nachweisgrenze (LOD) gibt an, ab welcher Konzentration ein Nachweis
(qualitative Bestimmung) mdglich ist, wohingegen die Bestimmungsgrenze (LOQ)

angibt, ab welcher Konzentration eine quantitative Bestimmung maéglich ist.

In den Abbildungen 12 und 13 sind eine typische PCV-2-Standardgerade (Abb. 12)
und ihre zugehdrigen Amplifikationskurven (Abb. 13) dargestellt.

Fir die Auswertbarkeit der qPCR wurden zwei Kriterien festgelegt, einmal sollte das
BestimmtheitsmaR r?, das die Giite der Anpassung der Punkte an eine Gerade be-
schreibt, >= 0,99 sein, und zum anderen sollte die Steigung der Geraden, die eine
Aussage Uber die Effektivitat der PCR macht, im Bereich von -3,58 (90% Effektivitat)
und -3,10 (110% Effektivitat) liegen.

Standard Curve

34.146

33500 A Eal i YN
TR

31500
¥ Show al standard poinis
for selec

elected detectorls)
29500 Detector: [PCv2 -
Key
- Pov25td
_ 27.500 ® Unknown

25,500

23,500 Slope: -3510362
Intercept: 44687454
21,500 RZ 0998728

20.109
3.000 4.000 5.000 6.000 7.000

Log CO

Abbildung 11: PCV-2-Standardgerade einer gPCR (Slope: Steigung, Intercept: Ach-
senabschnitt, R2: BestimmtheitsmaR)
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Abbildung 12: Amplifikationskurven zu der Standardgeraden aus Abb. 8 (Delta Rn:
relative Fluoreszenzwerte, Cycle Number: Anzahl der PCR-Zyklen)

4.2.2 Vorversuche zur Pyrosequenzierung

Im Rahmen der Vorversuche zur Pyrosequenzierung wurden Proben mit einer unter-
schiedlichen PCV-2-Viruslast eingesetzt, um zu testen, welche Minimal-Viruslast
notwendig ist, um noch auswertbare Signale in der Pyrosequenz zu erhalten. Dabei
zeigte sich, dass das Probenmaterial mindestens eine Konzentration von 1 x 10*
PCV-2 DNA-Aquivalenten pro 100 ng DNA aufweisen muss, um die Signale in der
Pyrosequenz sicher interpretieren zu koénnen. Abbildung 13 zeigt ein Beispiel-
Pyrogramm. Auf der x-Achse ist die sogenannte Dispensions-Reihenfolge dargestellt,
die anzeigt, welche Nukleotide und in welcher Reihenfolge sie eingespritzt wurden.

Auf der y-Achse ist die gemessene Lichtintensitat angegeben.

Aufgrund der gemessenen Lichtintensitdt kann bestimmt werden, ob und wie viele
Nukleotide von der jeweiligen Sorte in das Amplifikat eingebaut werden konnten.
Vereinfacht gesagt bedeutet eine grof3e Lichtintensitat mehrere eingebaute Nukleoti-
de, wobei zu beachten ist, dass das Nukleosid Adenosin einen starkeren Impuls ver-

ursacht als die Ubrigen.

Aufgrund dieser Tatsache lautet die Sequenz fiir das Beispiel-Pyrogramm in Abbil-
dung 13:
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ATTCCCTCGG
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Abbildung 13: Pyrogramm

4.3 PCV-2-Pravalenz

4.3.1 PCV-2-Pravalenzen bei Wild- und Hausschweinen ermittelt mit der nested
PCR

Von den insgesamt 522 untersuchten Wildschweinen wurden 335 Tiere in mindes-
tens einem Organ positiv auf PCV-2 getestet.

Dies entspricht bei den Wildschweinen einer Pravalenz von 63,1 % fir den gesamten

Untersuchungsraum.

Bei den Hausschweinen waren alle untersuchten Tiere in mindestens einem Organ
PCV-2-positiv. Dies entspricht einer Pravalenz von 100 %.

Die Pravalenzen der Wildschweine variierten in den einzelnen Bundeslandern von
Jahrgang zu Jahrgang zum Teil erheblich. In der Saison 04/05 lag die Pravalenz fiir
Deutschland bei 67,2 %, in 05/06 bei 51,4 % und in 06/07 bei 70,6 %.
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Abbildung 14: Grafische Darstellung der prozentualen Verteilung der mittels nested
PCR positiv getesteten Wildschweinproben in den einzelnen Bundeslandern und fir

Deutschland

Tabelle 13: Anteile (%) mit nested PCR getesteter PCV-2-positiver Wildschweine in
Deutschland, sowie in den einzelnen Bundeslandern

Bundesland Gesamt Saison 04/05 | Saison 05/06 | Saison 06/07
Abk. Anzahl| % |Anzahl % |Anzahl % |Anzahl %

BW 21 50,0 12 54,5 1 12,5 8 66,7

BY 26 60,5 12 80,0 12 80,0 2 15,4

SL 17 36,2 12 63,2 3 27,3 2 11,8

RP 34 73,9 13 68,4 8 72,7 13 81,3

HE 35 87,5 13 76,5 12 92,3 10 100,0

TH 25 64,1 4 66,7 9 45,0 12 92,3

SN 23 65,7 7 70,0 4 36,4 12 85,7

NW 24 60,0 7 46,7 7 46,7 10 100,0

ST 24 63,2 6 75,0 11 52,4 7 77,8

NI 35 83,3 13 72,2 10 83,3 12 100,0

BB 21 61,8 13 86,7 4 40,0 4 44,4

BE 8 61,5 3 75,0 5 55,6

MV 20 50,0 4 40,0 4 23,5 12 92,3

SH 22 68,8 6 75,0 5 45,5 11 84,6

Deutschland| 335 |63,1| 125 67,2 90 51,4 120 70,6

Die PCV-2-Pravalenzen in den Wildschweinpopulationen variierten auch innerhalb

der einzelnen Jahrgange von Bundesland zu Bundesland zum Teil erheblich (Tabelle
13). Im Jahr 04/05 lagen die Prévalenzen zwischen 40 und 86,7 %, im Jahr 05/06
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hingegen wurden Werte zwischen 12,5 und 92,3 % erreicht. Die Werte in der Saison
06/07 schwankten zwischen 11,8 und 100 %.

4.3.2 PCV-2-Pravalenzen bei Wild- und Hausschweinen ermittelt mit der quan-
titativen PCR

Fir die Untersuchung mittels gPCR wurden nur Organe ausgewdhlt, die bereits in
der nested PCR positiv waren. Die PCV-2-Gehalte der einzelnen Tiere variierten zum
Teil erheblich. Tabelle 14 (Wildschwein) und Tabelle 15 (Hausschwein) geben eine
Ubersicht tiber die durchschnittlichen PCV-2-Gehalte der Proben aus den einzelnen
Bundesléandern und fur Gesamtdeutschland.

Tabelle 14: PCV-2-Gehalte je ug DNA (Werte logarithmiert), gemittelt Gber alle Ge-
webe (Tonsille, Lunge, Milz, Lnn mediastinales) bei Wildschweinen in Deutschland
und in den einzelnen Bundeslandern

Mittelwert+/-
BundeslandAbk. Anzahl Proben Standard- Maximum

abweichung

BW 34 1,18+1,72 5,29

BY 28 0,39+0,99 4,09

SL 36 0,42+1,07 5,04

RP 30 0,87+1,26 3,77

HE 23 0,91+1,07 2,80

TH 17 1,23+1,54 457

SN 21 1,10+£1,13 2,98

NW 17 0,68+0,87 2,07

ST 15 1,49+1,51 4,47

NI 25 3,02+2,24 6,50

BB 22 2,76+2,37 6,41

BE 12 0,26+0,91 3,14

MV 17 0,90+1,87 5,13

SH 19 0,21+0,66 2,54

Deutschland 316 1,11+1,66 6,50
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Tabelle 15: PCV-2-Gehalte je ug DNA (Werte logarithmiert), gemittelt Gber alle Ge-
webe (Tonsille, Lunge, Milz, Lnn mediastinales) bei Hausschweinen in Deutschland
und in den einzelnen Bundeslandern

Bundesland Mittelwert+/-
Probenzahl Standard- Min. Max.
Abk. abweichung
BW 67,0 4,72+1,61 0,28 8,46
BY 51,0 4,32+1,65 1,18 7,67
SL n.u. n.u n.u n.u.
RP 18,0 3,40+1,78 0,65 6,67
HE 29,0 4,88+1,39 2,59 8,00
TH 18,0 2,79+1,06 1,77 6,72
SN 29,0 5,53+2,21 1,59 9,00
NW 29,0 4,56+1,14 1,86 6,30
ST 12,0 6,07+1,15 4,83 8,67
NI 24,0 2,51+1,29 1,42 7,15
BB 24,0 3,98+2,00 1,43 7,94
BE n.u. n.u. n.u. n.u.
MV 16,0 2,20+0,92 0,00 4,46
SH 23,0 3,58+1,36 1,40 6,58
Deutschland 340,0 4,23+1,84 0,00 9,00

N.u. nicht untersucht

In allen Bundeslandern wiesen die beprobten Wildschweine nur geringe Virusmen-
gen in den verschiedenen Organen auf und lagen zum Teil unterhalb der Nachweis-
grenze der qPCR. Bei den Hausschweinen zeigte sich ein ganzlich anderes Vertei-
lungsmuster. Hier fanden sich in nahezu allen Bundeslandern Tiere mit deutlichen
PCV-2-Belastungen.

In den Bundeslandern Nordrhein-Westfalen und Schleswig-Holstein waren bei den
Wildschweinen und in Mecklenburg-Vorpommern, Niedersachsen und Thiringen bei

den Hausschweinen die geringsten PCV-2-Belastungen zu finden.

Die héchsten PCV-2-Belastungen fanden sich in Niedersachsen und Brandenburg

bei den Wildschweinen und in Sachsen bei den Hausschweinen.

Die Variabilitét der Wildschweinproben spiegelt sich auch in Abbildung 15 wider. Ab-
bildung 15 zeigt, dass die meisten Wildschweinorgane in der g°PCR PCV-2-negativ

und nur vereinzelte Proben deutlich positiv waren.

In Abbildung 15 und Abbildung 16 lasst sich der geringe Unterschied zwischen den

einzelnen Organen der jeweiligen Gruppen erkennen. Bei den Hausschweinen lagen
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die Mediane bei Werten um 3,5 bis 3,7 logio, wohingegen sie bei den Wildschweinen

einen Wert von Null nicht Giberschritten.
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Abbildung 15: Boxplots der logarithmierten PCV-2- Gehalte bei verschiedenen Ge-
weben vom Wildschwein
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Tabelle 16: Nummerische Werte fir Boxplot (Abb.16)

Wildschwein | Tonsillen | Lunge | Milz Ln_n. Lnn.
mediast. | mesent.
Anzahl 273 307 | 297 250 170
P5% 0 0 0 0 0
P25% 0 0 0 0 0
Median 0 0 0 0 0
P75% 0 0 0 0 0
P95% 4,0 4,1 4,2 5,0 4.4
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Abbildung 16: Boxplots der logarithmierten PCV-2- Gehalte in verschiedenen Ge-
weben beim Hausschwein



Tabelle 17: Nummerische Werte fir Boxplot (Abb.17)

Hausschwein | Tonsillen |Lunge | Milz Ln_n. Lnn.
mediast. | mesent.
Anzahl 344 346 | 348 335 325
P5% 0 0 0 0 0
P25% 21 25 |22 2,1 2,1
Median 3,6 36 |36 3,7 3,5
P75% 5,7 50 |50 5,6 55
P95% 7,1 6,8 |68 7,1 7,3

4.3.3 Vergleich der PCV-2-Viruslast bei Wild- und Hausschweinen
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Beim Vergleich von Haus- und Wildschwein zeigte sich, dass in der Wildschweinpo-

pulation eine deutlich geringere Belastung mit PCV-2 vorlag als bei den Hausschwei-

nen (Abbildung 17). Ausnahmen bildeten hier die Bundeslander Niedersachen und

Brandenburg. In diesen beiden Bundeslandern war der Median der PCV-2-Belastung

bei Haus- und Wildschweinen nahezu gleich. In allen anderen Bundeslandern war

der Median der PCV-2-Belastung der Hausschweine hoher als der der Wildschweine.

Die mediane Belastung der Wildschweine betrug maximal 3,39 logio PCV-2-DNA-

Kopien pro pg DNA in Brandenburg. Bei den Hausschweinen lag der niedrigste Me-
dian bei 2,17 logio (Niedersachsen) und der héchste Median bei 5,8 logip PCV-2-
DNA-Kopien pro pug DNA (Sachsen-Anhalt).
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Abbildung 17: Nichtparametrische Darstellung der logio PCV-2-Gehalte (Durch-
schnitt der Gewebe) nach Bundeslandern, differenziert zwischen Haus (HS)- und
Wildschwein (WS). Unterschiede im PCV-2-Gehalt zwischen Haus- und Wildschwein
sind mit Ausnahme der Lander NI und BB statistisch signifikant mit P = 0,006 (TH), P
=0,002 (BE) und P<0,0001 (alle tbrigen Lander).

4.4 PCV-2-Belastung der einzelnen Organe bei Haus- und Wildschwei-

nen

PCV-2 zeigte weder bei Haus- noch bei Wildschweinen einen ausgesprochenen Or-
gan-Tropismus, vielmehr waren alle untersuchten Organe gleichmaRig mit PCV-2
belastet (Abbildung 18). GroRe Unterschiede zwischen Haus- und Wildschweinen
waren jedoch in der Quantitat der Erregerlast zu finden. Ein Grof3teil der Organe bei
den Wildschweinen war nur sehr gering mit PCV-2 belastet, wahrend die meisten
Hausschweine hohe Belastungen an PCV-2 aufwiesen. Auch die Maximalbelastung
mit PCV-2 war bei den Hausschweinen mit mehr als 1 - 10° PCV-2 DNA-Kopien/ug
DNA um Faktor 100 héher als bei den Wildschweinen (ca. 1 - 10’ PCV-2 DNA-
Kopien/ug DNA).
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(HTO — Hausschwein Tonsille; WTO — Wildschwein Tonsille; HLU — Hausschwein
Lunge; WLU — Wildschwein Lunge; HMI — Hausschwein Milz; WMI — Wildschwein
Milz;, HLMED - Hausschwein Mediastinallymphknoten; WLMED - Wildschwein
Mediastinallymphknoten; HLME — Hausschwein Lungenlymphknoten; WLME — Wild-
schwein Lungenlymphknoten)

Abbildung 18: PCV-2 DNA-Titer bei Haus- und Wildschweinen nach Geweben und
Anteil der Tiere

45 ORF2

Bei den ORF2-Genotypen bestanden signifikante Unterschiede in der Verteilung zwi-
schen PCV-2 Isolaten von Haus- und Wildschweinen (Tabelle 18, Tabelle 19). Ob-
wohl PCV-2b sowohl bei Haus- als auch bei Wildschweinen am héaufigsten vorkam,
gab es dennoch signifikante Unterschiede in der Genotypfrequenz. Noch deutlicher
war der Unterschied in der Genotypfrequenz fir PCV-2a (Tabelle 19). Dieser Geno-
typ kam bei Hausschweinen nur sehr selten vor (4,8 %), wahrend er bei Wildschwei-
nen mit 57,5 % eine Haufigkeit in der GréBenordnung von PCV-2b (70,0 %) aufwies.
Weiterhin war bei Wildschweinen eine Kombination beider Genotypen signifikant

héaufiger vorzufinden als bei den Hausschweinen (27,5 % vs. 3,2 %).
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Tabelle 18: Verteilung der von PCV-2 abgeleiteten ORF2-Genotypen auf die Bun-
deslander, getrennt nach Haus- und Wildschwein

Bun- PCV-2b PCV-2a PCV-2a/PCV-2b
des- Anzahl % je Land Anzahl % je Land Anzahl % je Land
land
WS | HS | WS | HS WS HS WS HS | WS HS WS HS
BW 3 8 |60,0(100,0| n.u. | n.u. n.u. n.u. 2 n.u. 40,0 n.u.
BY n.u. 6 n.u. | 857 1 nu. | 100,0 | nu. | n.u. 1 n.u. 14,3
SL nu. | nu | nu | nu n.u. n.u. n.u. n.u. 1 n.u. | 100,0 | n.u.
RP 2 7 |66,7|100,0| n.u. | n.u. n.u. n.u. 1 nu. | 33,3 | n.u.
HE n.u. 6 n.u. | 750 | n.u. 1 n.u. 12,5 | n.u. 1 n.u. 12,5
TH 2 4 50,0 | 100,0 2 n.u. 50,0 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
SN 1 1 |20,0/100,0 4 n.u. 80,0 nu. | nu. | nu n.u. n.u.
NW n.u. 7 n.u. | 100,0| n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
ST 4 6 80,0 | 100,0 1 n.u. 20,0 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
NI 1 2 16,7 | 100,0 2 n.u. 33,3 n.u. 3 n.u. 50,0 n.u.
BB 3 6 |500(100,0| n.u. | n.u. n.u. n.u. 3 n.u. | 50,0 | n.u.
BE n.u. | nu. | nu. | n.u n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
MV 1 1 |33,3/100,0 1 n.u. 33,3 | n.u. 1 n.u. 33,3 | n.u.
SH n.u. 5 n.u. | 100,0 1 n.u. | 100,0 | n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.
Deut-
sch- 17 59 | 425 95,2 12 1 30,0 1,6 11 2 27,5 3,2
land

n.u.: nicht untersucht

Tabelle 19: Gesamtvariabilitdét von PCV-2 Genotypen zwischen Wild- und Haus-
schwein (in %)

PCV-2
Sequenz
ORF2- o Wildschwein |Hausschwein p3
Genotypen' (5-3)
2b TGATCGAGTG 70,0 98,4 <0,001
2a TTATTGAGTG 57,5 4.8 <0,001
total® 127,5 103,2 <0,001

Yhasierend auf Segales et al., 2008

%Beide Genotypen konnen innerhalb eines Tieres auftreten, daher ergeben sich Wer-
te Uber 100%

3signifikanz
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46 ORF3

Anhand der in der GenBank® veréffentlichten und der im Probenmaterial bestimmten
PCV2-Sequenzen wurden insgesamt 18 verschiedene ORF3-Genotypen identifiziert
(Tabelle 20), von denen neun (1 — 6, 9, 10 und 12) bei den hier untersuchten PCV2-

Sequenzen der Haus- und Wildschweine vorkamen (Abbildung 19).

Tabelle 20: ORF3-Genotypen und die von ihnen kodierten Aminosauren

ORF3- Genotyp ORF3-Sequenz (5°-3") Aminoséauren
1 GAT GGA GTG ASP GLY VAL
2 GAT GGA ATG ASP GLY MET(Start)
3 GAT CGA GTG ASP ARG VAL
4 GAT TGA GTG ASP STOP VAL
5 GGT GGA GTG GLY GLY VAL
6 GAT AGA GTG ASP ARG VAL
7 GAT AGA ATG ASP ARG MET(Start)
8 GAT TGG ATG ASP TRP MET(Start)
9 GAT CGA ATG ASP ARG MET (Start)
10 TAT TGA GTG TYR STOP VAL
11 TAT GGA GTG TYR GLY VAL
12 TAT TGA ATG TYR STOP MET (Start)
13 TAT CGA GTG TYR ARG VAL
14 TAT GGA ATG TYR GLY MET(Start)
15 TAT ACA GTG TYR THR VAL
16 TAT CGA ATG TYR ARG MET(Start)
17 TGT GGA GTG CYS GLY VAL
18 GGT TGA ATG GLY STOP MET(Start)
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Abbildung 19: Verteilung der ORF3-Genotypen innerhalb Deutschlands, nach Wild-
(WS) und Hausschweinen (HS) getrennt.

Es fallt auf, dass die Verteilung der ORF3-Genotypen bei Wild- und Hausschweinen
sehr unterschiedlich war (Tabelle 21). Lediglich die ORF3-Genotypen 1 und 3 kamen
bei beiden haufig vor, wenn auch in unterschiedlichen Bundeslandern. ORF3-
Genotyp 1 war bei den Wildschweinen vor allem in Baden-W Urttemberg, Niedersach-
sen, Rheinland-Pfalz, Hessen und Mecklenburg-Vorpommern vertreten, wahrend er
bei Hausschweinen in Baden-Wiirttemberg, Sachsen-Anhalt, Schleswig-Holstein,
Brandenburg und Bayern vorkam. Der Genotyp 3 konnte bei den Wildschweinen in
funf Bundeslandern identifiziert werden. Aufféllig war hier, dass mehr als die Halfte
(54,5 %) dieser Tiere aus Brandenburg stammten. Bei den Hausschweinen aus

Brandenburg war dieser Genotyp nur mit einer Préavalenz von 5 % vertreten. In ande-
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ren Bundeslandern wies der Genotyp 3 hingegen bei den Hausschweinen héhere
Pravalenzen auf als bei den Wildschweinen, z. B. in Hessen, Bayern und Baden-
Wirttemberg. ORF3-Genotypen 2 und 10 kamen bei den Wildschweinen signifikant
haufiger vor als bei den Hausschweinen, wéhrend ORF3-Genotyp 12 fast aus-

schlieBlich bei Hausschweinen identifiziert wurde.

4.7 ORF2-/ORF3-Genotypkombinationen bei Wild- und Hausschweinen

Bei den Hausschweinen dominierten die ORF2-/ORF3-Genotypkombinationen 2b/1
und 2b/3 (Tabelle 22 und Abbildung 20), andere Kombinationen waren selten (2b/2,
2b/5, 2b/6, 2b/9, 2b/10, 2a/3 and 2a/10) oder nicht vorhanden (2b/4, 2b/12, 2a/1,
2a/2). Bei den Wildschweinen hingegen wurden neben den héaufigen
Genotypkombinationen 2b/1 und 2b/3 hohe Pravalenzen fir 2a/1, 2a/2, 2a/3, 2a/10
und 2b/2 gefunden, die signifikant weniger haufig (auer 2b/2 und 2a/3) bei den
Hausschweinen vorkamen (Tabelle 22 und Abbildung 20).
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Tabelle 21: Verteilung der ORF3-Genotypen innerhalb Deutschlands und der einzel-

nen Bundeslander nach Wild- und Hausschweinen
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Tabelle 22: PCV-2 ORF2- und ORF3-Genotypkombinationen bei Haus- und Wild-
schweinen (Angaben in %)

ORF2-/ ORF3- Wildschweine Hausschweine p?
Genotypen®

2b/1 18,4 47,2 0,007
2/b2 10,5 3,8 n.s.
2b/3 26,3 37,7 n.s.
2b/4 2,6 0 n.s.
2b/5 0 19 n.s.
2b/6 2,6 1,9 n.s.
2b/9 0 1,9 n.s.
2b/10 52 3,8 n.s.
2b/12 2,6 0 n.s.
2a/1 13,2 0 0,011
2a/2 10,5 0 0,028
2a/3 13,2 3,8 n.s.
2a/10 21,1 1,9 0,004
Total® 126,2 103,9 <0,001

'ORF 2: basierend auf Segales et al., 2008; ORF 3: basierend auf Reiner et al., 2010
2 Wert groRer 100%, da Kombinationen aus a und b méglich sind

% Signifikanz

Die Karte, Abbildung 20, zeigt die unterschiedlichen Herkunftsregionen der Wild-
schweine und die der Hausschweine, die zur Sequenzierung verwendet wurden. Bei
den Hausschweinproben dominieren bundesweit die Genotypen 2b/1 und 2b/3. An-
dere Allele wurden vornehmlich in Mitteldeutschland (Hessen) gefunden. Die Ergeb-
nisse der Wildschweine fielen deutlich heterogener aus, wobei die Verteilung der
PCV-2-Genotypen zwischen den Haus- und Wildschweinen aus dem Norden
(Schleswig-Holstein, Niedersachsen), dem Osten (Sachsen-Anhalt, Brandenburg und
Sachsen) und dem Sidwesten (Rheinland-Pfalz, Saarland und Baden-W lrttemberg)
signifikant (P<0,05) verschieden waren. In Mitteldeutschland (Hessen, Thiringen,
Nord-Bayern und Nord-Baden-W irttemberg), gab es zwischen den von Wild- und

Hausschweinen isolierten Sequenzen kaum Unterschiede.
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Karographie nstout fur Geograghie. JLU-Geden

Abbildung 20: Geographische Verteilung der ORF2-/ORF3-Genotypkombinationen
bei Wild- und Hausschweinen in Deutschland. WeiBe Kreise: Nummer des Jagd-
grundes; graue Kreise: Nummer der Herkunftsregion der Hausschweine; weiRe und
graue Kasten: Kombination von ORF2- (links) und ORF3-Genotyp (rechts) fir jeweils
Wild- (weil3er Kasten) und Hausschwein (grauer Kasten).
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4.8 Vergleich der gefundenen Genotypen mit Ergebnissen aus der
GenBank®

Beim Vergleich der europaischen Sequenzen mit den Sequenzen der Tiere aus die-
ser Studie zeigte sich eine gute Ubereinstimmung. Bei beiden Gruppen dominierten
die Genotypen 2b/1 und 2b/3. Alle anderen Genotypkombinationen waren in beiden
Gruppen selten. Zusatzlich fanden sich in der GenBank® sechs Sequenzen von eu-
ropdischen Wildschweinen. Die sechs Sequenzen der europaischen Wildschweine
reprasentierten jeweils einen anderen Genotyp, dennoch stimmten sie mit den wich-
tigsten Genotypen 2b/1, 2a/1, 2b/2, 2b/4 und 2a/10 der vorliegenden Studie Uberein.
Die Haufigkeiten der Genotypen 2b/1 und 2b/3 bei den Wildschweinen der vorliegen-
den Studie waren mit denen der europaischen Hausschweine, die aus der GenBank®
abgeleitet wurden, vergleichbar. Die Genotypen 2a/l, 2b/2, 2a/3 und 2a/10 wiesen
bei den Wildschweinen dieser Studie zusammen eine Pravalenz von 58 % auf, wo-
hingegen die Hauschweine dieser Studie bei diesen Genotypen eine Pravalenz von
nur 9,5 % erreichten. Dies deckte sich mit dem Ergebnis aus der Genbank®, bei dem
die européischen Hausschweine fir diese Genotypen eine Haufigkeit von 8 % auf-
wiesen. Desweiteren waren die Genotypen 2a/1, 2b/2 und 2a/10 weltweit sehr selten
(7,5 %) und der Genotyp 2a/3 war bei keinem der 520 GenBank®-Eintrage zu finden.
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Tabelle 23: Vergleich der Genbankdaten mit Sequenzen aus der Pyrosequenzierung
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N: Anzahl R: (Herkunftsregionen der untersuchten Proben): NA: Nordamerika ; AS:
Asien ; SA: Siidamerika ; AF: Afrika ; AU: Australien ; EU: Europa ; D: Deutschland ;
HS: Hausschwein; WS: Wildschwein
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4.9 Ergebnisse der Dissertation Hohloch

Die histologische Untersuchung der Proben ergab, dass alle Wildschweine PCVD-frei
waren, obwohl zum Teil PCV-2-Belastungen von mehr als 5 log'® PCV-2 DNA-
Aquivalente/ug DNA nachgewiesen wurden (Abbildung 21). Auf der anderen Seite
zeigten viele Hausschweine mit hohen PCV-2-Belastungen aus verschiedenen Regi-
onen Anzeichen von PCVD, allerdings gab es keinen eindeutigen Zusammenhang
zwischen PCV-2-Belastung und dem Vorkommen von PCVD. So waren auch Haus-
schweine mit hohen PCV-2-Belastungen PCVD-frei, wahrend andere mit geringeren

PCV-2-Belastungen Anzeichen von PCVD aufwiesen.

Bei den untersuchten Wildschweinen war keines der Tiere PCVD auffallig, obwohl
PCV-2 Aquivalente in vielen Regionen vorkamen. Die untersuchten Hausschwein-
proben waren durchgéngig positiv fur PCV-2 und ungefahr ein Drittel der beprobten
Regionen waren PCVD verdéchtig. Bei Betrachtung der Verteilung sind anhand der

Grafik weder regionale Haufungen fir PCVD, noch fir die Virusbelastung, zu finden.
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Wartographin Instht K Gacgraphe. JLU-Gaedan

. Hausschweinherkunft chne PCVD O Wildschweinjagdgrund ohne PCVD

.Hausschwe:inheﬂnmft mit PCVD oWﬂdschweinjasde;nmd mit PCVD

Abbildung 21: Darstellung der Herkunftsregionen der Wild- und Hausschweine (die
Zahlen in den Kreisen geben die Virusbelastung in log PCV-2 DNA-Aquivalente pro
1g DNA an).
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5 Diskussion

Antikdrper gegen PCV-2 wurden bei Wildschweinen in Nordamerika und in verschie-
denen europaischen Landern bei serologischen Studien (Sanchez et al., 2001a; Vi-
cente et al., 2004; Ruiz-Fons et al., 2006; Sedlak et al., 2008) mit einer Pravalenz
von 20 bis 50 % gefunden. Bisher war wenig Uber die Prévalenz von infizierten Wild-

schweinen in Verbindung mit der Inzidenz von PCVD bekannt.

Obwohl PCV-2 in hoher Zahl in der Wildschweinpopulation zu zirkulieren scheint,
wurde der direkte Erregernachweis bisher nur in wenigen Studien verfolgt (Vicente et
al., 2004; Knell et al., 2005b; Csagola et al., 2006). Vor allem PMWS wurde nur in
vereinzelten Fallen bei getéteten Wildschweinen und bei der Untersuchung kleiner
Gruppen gefunden (Ellis et al., 2003; Schulze et al., 2003; Vicente et al., 2004, Lipej
et al., 2007; Sofia et al., 2008; Petrini et al., 2009).

PCV-2-infizierte und PCVD-betroffene Wildschweine kdnnten ein wichtiges PCV-2
Erreger-Reservoir fir Hausschweine darstellen. Andererseits kdnnte auch die PCV-2
Infektion der Wildschweine auf Immissionen aus der Schweinehaltung beruhen. Um
diese Zusammenhange besser beurteilen zu kénnen, ist es wichtig, mehr Uber die
Verbreitung von PCV-2 und das Auftreten von PCVD bei Wildschweinen, sowie die
Verwandtschaft der von Wild- und Hausschweinpopulationen isolierten Circoviren
untereinander, zu erfahren. Mit der vorliegenden Studie sollten daher die qualitative
und quantitative Verteilung von PCV-2 und die Haufigkeit von PCVD bei deutschen
Wildschweinen beurteilt werden. Diese Ergebnisse sollten mit denen von Haus-
schweinen aus den gleichen Regionen verglichen werden. Hierzu wurden die Proben
der Haus- und Wildschweine in einer zweiten Arbeit von Frau Dr. Hohloch aus dem
Institut fur Veterinarpathologie der Justus-Liebig-Universitat histologisch und immun-
histologisch untersucht. Die Ergebnisse lhrer Arbeit wurden dazu verwendet, den
PCVD-Status der untersuchten Schweine und Wildschweine zu erfassen.
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5.1 PCV-2 bei Wild- und Hausschweinen

Bei der Auswertung der Proben fiel auf, dass alle 349 Hausschweine und 63,1 % der
Wildschweine ahnlich hohe Virusbelastungen in Tonsille, Lunge, Milz und Lymphkno-
ten aufwiesen. Die Pravalenz von PCV-2-Infektionen bei den Wildschweinen war
deutlich héher als es die bislang bekannten serologischen Studien vermuten lieRen
(Sanchez et al., 2001a; Vicente et al., 2004; Ruiz-Fons et al., 2006; Sedlak et al.,
2008). Diese Diskrepanz lasst sich vermutlich durch drei Faktoren erkléaren: die geo-
grafische Lage der Gebiete, der Zeitpunkt der Untersuchung und die unterschiedli-
chen Untersuchungsmethoden. Eine Studie von Knell et al. (2005a, b) beschrieb eine
PCV-2-Préavalenz von 5 bis 27 % fur Wildschweine. Die Proben fur diese Untersu-
chung stammten von zehn Jagdgebieten aus Rheinland-Pfalz und Baden-
Warttemberg, und wurden ungeféhr ein Jahr vor den Proben fur die vorliegende Stu-
die genommen. Daher konnen Auswirkungen auf die Pravalenz des Erregers auf-
grund verschiedener Herkunftsregionen und Zeitpunkte nicht ausgeschlossen wer-
den. Den grofiten Unterschied zwischen der vorliegenden Studie und der Studie von
Knell et al. liegt in der verwendeten Untersuchungsmethode. Knell et al. verwendeten
eine konventionelle PCR. Damit war diese Studie um etwa eine GréRenordnung we-
niger sensitiv, bezogen auf den PCV-2-Virusgehalt, als vorliegende Studie. Diese
nPCR wurde gewahlt, um PCV-2 Trager mit einer moglichst hohen Sensitivitat zu
erkennen, unabhé&ngig von der potentiell nur geringen Bedeutung geringer Erreger-

last fiir das klinische Geschehen.

In der vorliegenden Studie gelang es mit Hilfe der quantitativen PCR zu zeigen, dass
die meisten positiven Wildschweine nur eine sehr niedrige PCV-2-Belastung haben.
Diese geringen PCV-2-Belastungen reichen in den meisten Fallen nicht aus, um eine
PCVD auszul6ésen. Dies lasst sich mit den Befunden der Histopathologie bestatigen
(Hohloch, 2012). Auch die Literatur beschreibt, dass Wild- und Hausschweine nur
subklinisch infiziert sind und nur geringe Mengen an Virus im Gewebe, den Sekreten
und den Exkreten aufweisen (Krakowka et al., 2005; Caprioli et al., 2006; Grau-Roma
et al., 2009).
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5.2 Pravalenz von PCVD

Seit einigen Jahren werden PCV-2 assoziierte Krankheiten unter den Sammelbegrif-
fen PCVD oder PCVAD zusammengefasst. Diese beiden Sammelbegriffe vereinen
alle Symptom-Komplexe mit einer Beteiligung von PCV-2. Die international akzeptier-
ten Kriterien fir die PMWS Diagnose beinhalten (i) das Vorhandensein von Klini-
schen Anzeichen, wie Abmagerung oder Lungenfunktionsstérungen, (ii) eine mode-
rate bis starke Lymphozytendepletion mit granulomatésen Entziindungen in den
Lymphknotenproben und (iii) den Nachweis von moderaten bis hin zu hohen Virusbe-

lastungen (Segales et al., 2002d, 2005a).

In der vorliegenden Studie waren alle Wildschweine und die meisten (90,5 %) der
Hausschweine unverdéchtig fir PCVD. Eine kleine Gruppe von 40 Tieren wurde in
diese Studie aufgenommen, da sie als Kimmerer von der Schlachtung ausgeschlos-
sen wurden. Die Haufigkeit von histopathologischen Veranderungen und die Anzahl
von PCV-2 DNA-Kopien waren in beiden Gruppen nahezu gleich. Dieser Befund be-
statigt die Feststellung von Harding (1996), dass nur die Hélfte aller PMWS-
auffalligen Tiere wirkliche PMW S-Félle darstellen. Weiterhin kdnnen subklinisch infi-
zierte Schweine milde PMW S-bedingte histologische Veranderungen aufweisen. Ein
Drittel der spanischen und danischen gesunden Schweine haben einen
histopathologischen Score >0,2 (Graun-Roma et al., 2009). Dies bedeutet, dass viele
Tiere mit PCV-2 infiziert sind, aber nur wenige histopathologische Veradnderungen
aufweisen. Das Problem bei der Identifizierung von PCVD-Tieren liegt in der Uber-
schneidung der Krankheitserscheinungen und an der Dynamik des Krankheitsverlau-
fes bei jedem einzelnen Tier (Grau-Roma et al., 2009). Tiere, die eine hohe PCV-2-
Belastung aber keine oder nur geringe histopathologische Veradnderungen aufwei-
sen, sind wahrscheinlich noch in der initialen Krankheitsphase (Segales et al.,
2002a). Weiterhin hat die individuelle Resistenzlage der Tiere Einfluss auf den Ver-
lauf. Je friiher die Infektion stattfindet, desto hoher ist das Risiko zur Entwicklung von
PMWS (Rose et al.,, 2003; Lopez-Soria et al., 2005). Die vorliegende Studie zeigt
keinen signifikanten Effekt des Alters auf PCVD oder auf die Virusbelastung bei Wild-
und Hausschweinen. Ein Grund dafiir kdnnte sein, dass junge Wildschweine kaum
gejagt werden und daher nur wenige Tiere unter drei Monaten fir die Untersuchung

zur Verfigung standen. Bei allen klinischen Féllen von PMWS bei Wildschweinen
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betrug das Alter der Tiere vier bis zehn Monate (Ruiz-Fonds et al., 2008). Die indivi-
duelle Resistenz gegen PCV-2-Infektionen (PCVD) wird durch die Hygiene und
Koinfektionen erheblich beeinflusst (Segales, 2002b), und ist auch von der Genetik
abhéngig (Opriessnig et al., 2006). In der vorliegenden Studie waren jedoch keine

entsprechenden Daten fur Wild- und Hausschweine verfligbar.

Eine zunehmende PCV-2-Belastung scheint der kritische Schritt fir die Entwicklung
einer schweren PCVD zu sein, oder zumindest mit einer PCVD einherzugehen
(Brunborg et al., 2004; Segales et al., 2005b; Harding et al., 2008). Generell wird ein
Wert von 10° bis 10” DNA-Kopien pro 500 ng DNA als eine markante Schwelle ange-
sehen. Diese Hilfsschwelle gibt einen Anhaltspunkt um PMWS- betroffene von unauf-
falligen Schweinen zu unterscheiden (Brunborg et al., 2004; Olvera et al., 2004; Har-
ding et al., 2008; Grau-Roma et al., 2009). In der vorliegenden Studie liegt der
Grenzwert zwischen PCVD-betroffenen Tieren und subklinischen Tieren bei 10° bis
10" Genom-Kopien pro 500 ng. Diese Werte passen sehr gut mit den bereits verof-
fentlichten Ergebnissen aus den zuvor genannten Studien zusammen. Obwohl die
Schwelle zwischen subklinischen Infektionen und PCVD nicht genau abgegrenzt ist
(Grau-Roma et al., 2009), kann die quantitative PCV-2-spezifische PCR als eine er-
ganzende Untersuchung zur histochemischen PCVD-Diagnostik angesehen werden
(Brunborg et al., 2004; Grau-Roma et al., 2009).

Um einen besseren Bezug zwischen den untersuchten Geweben und den ermittelten
Ergebnissen zu erhalten, sind die Ergebnisse dieser Arbeit immer auf die extrahierte
DNA-Menge bezogen. Dies gewahrleistet gerade bei Geweben mit unterschiedlichen
Zellkerndichten, wie z. B. Lungengewebeproben und Lymphknotenproben, eine Kon-
stante auf deren Grundlage ein Vergleich stattfinden kann (Yang et al., 2007; Brun-
borg et al., 2004). Die Gewebeproben aus der Lunge weisen deutlich weniger Zell-
kerne und damit DNA auf, als Proben aus Lymphknoten. Somit durfte ein, rein auf die
Einwaage bezogenes Ergebnis gerade bei sich in Zellkernen vermehrenden Viren,

wenig aussagekraftig sein.

Die niedrige Frequenz von PCVD-betroffenen Wild- und Hausschweinen war zu er-
warten, da die Studie, bis auf 40 von der Schlachtung ausgeschlossene Tiere, nur

auf klinisch unauffélligen Tieren beruhte.
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Das Fehlen von deutlichen Unterschieden in der Histologie, der IHC und in den PCV-
2-Lasten zwischen den gesunden und den kranken Schweinen, deckt sich mit den
Ergebnissen anderer Untersuchungen (z. B. Harding et al., 2008; Ruiz-Fonds et al.,
2009).

In den Bundesléndern Niedersachsen und Brandenburg fanden sich bei den Wild-
schweinen die hdéchsten Virusbelastungen, dies kénnte ein Hinweis auf einen Zu-
sammenhang zwischen Infektionen bei Wildschweinen und der Produktionsdichte der
Hausschweine sein. Andererseits kdnnen die Ergebnisse aufgrund der zur Verfiigung
stehenden Tierzahlen nicht als reprasentativ, bezogen auf die Bundeslander, ange-

sehen werden.

5.3 Genotypen

5.3.1 Zusammenhang von ORF2 und ORF3

Fir die Untersuchung der PCV-2-Genotypen wurde in dieser Arbeit das Schema
nach Olvera und Segales fiir den ORF2-Typ verwendet, zusétzlich wurde das hoch-
variable 3’-Ende des ORF3 fiir eine weitere Differenzierung herangezogen. Die Un-
terscheidung in PCV-2 Typ a, b und c gilt als wissenschaftlich (Segales et al., 2008)
anerkannt und wurde ausgewahlt, um einen Vergleich und einen Bezug zu anderen
Untersuchungen zu ermdglichen. Der ORF3 wurde bisher in der Literatur noch nicht
fur eine Klassifizierung herangezogen. Da er jedoch essentiell an der Apoptose der
Wirtszelle beteiligt ist, erscheint es mehr als wichtig eine zuséatzliche Klassifizierung
anhand des ORF3 vorzunehmen (Liu et al., 2007; Karuppannan et al., 2010; Juhan
et al., 2010). Aus diesem Grund wurde die hochvariable 3’-Endregion des ORF3 fir
die Differenzierung gewahlt, welche mit ihren 18 Varianten, zum Zeitpunkt der Unter-
suchung, den groRtmoglichen Erfolg fur die Entdeckung von Pathogenitéts-
beeinflussenden Varianten versprach.

Karuppannan et al. (2010) vermutet in seiner Arbeit, dass gerade die Deletionen im
mittleren Bereich des Proteins Einfluss auf die Pathogenitét haben. Somit bleibt un-
klar, ob die hochvariable Region im Endbereich des ORF3 an der Apoptose beteiligt
sein kann oder nicht. Mit Hilfe weiterer Forschung muss nun tberpruft werden, wel-
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che der 18 ORF3-Varianten Abweichungen im mittleren Sequenzbereich aufweisen,

welche Einfluss auf die Pathogenitat haben.

5.3.2 Genotypen bei Wild- und Hausschweinen

Da sowohl Wildschweine als auch Hausschweine empfanglich fur PCV-2 sind, kénn-
ten Wildschweine theoretisch als Reservoir fir die Hausschweine in Frage kommen.
Zum gegenwartigen Zeitpunkt sehen einige Autoren das Wildschwein als Reservoir
fur PCV-2 (Ruiz-Fons et al., 2008), wohingegen andere Autoren diese Meinung nicht
teilen (Vicente et al., 2004). Um dieser Frage nachzugehen, wurden Teilsequenzen
von ORF2 und ORF3 von 40 Wildschweinen und 60 Hausschweinen aus vier gré3e-
ren Gebieten Deutschlands untersucht (Norden, Osten, Siid-Westen und Mitte). Da-
bei fanden sich signifikante Unterschiede in den Genotyp-Frequenzen. Die Anzahl
der Proben ist nicht als représentativ anzusehen; dennoch erlauben sie einen guten
Uberblick tber die Interaktion zwischen Haus- und Wildschwein, da die beiden Teil-
spezies ortsiibergreifend und weitgehend zeitnah beprobt werden konnten.

Vergleichbare Studien sind weder fur Wild- noch fur Hausschweine verfugbar. In die-
ser Studie dominiert der ORF2-Genotyp 2 b bei den Hausschweinen. Nur 4,8 % der
Schweine tragen den Genotyp 2 a. Die gefundenen Genotypen passen gut mit den
europaischen PCV-2-Sequenzen aus der GenBank® zusammen (Stand: August
2009, n=124), aber sie unterscheiden sich deutlich von den flunf hinterlegten Se-
qguenzen deutscher Hausschweine. Diese finf Hausschweinsequenzen stammen aus
den Jahren 1999/2000. So ist eine deutliche Differenz zwischen diesen und den Se-
quenzen der vorliegenden Studie zu beobachten. Diese Diskrepanz weist auf einen
Gendrift seit dem Jahr 2003 von PCV-2 Genotyp 2 a nach Genotyp 2 b hin. Auch
Dupont et al. (2008) beschreiben diesen Wandel in ihrer Arbeit. Die Ubereinstim-
mung der Hausschweinsequenzen aus der vorliegenden Studie mit den europaéi-
schen Sequenzen aus der GenBank® belegt hingegen die Allgemeingdiltigkeit der
vorliegenden Studie. Unterschiede und Ubereinstimmungen von Wildschwein - PCV-
2 - Genotypen und Hausschwein - PCV-2 - Genotypen aus dieser Studie mit den eu-
ropaischen PCV-2 GenBank® - Eintragen zeigen, dass Wild- und Hausschweine trotz
eines geringen Austausches an PCV-2-Viren nebeneinander existieren. Mehr als 50

% der Wildschwein- PCV-2 - Genotypen sind extrem selten bei Hausschweinen in
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Deutschland (Studie), Europa (GenBank®) und sogar weltweit, dies weist auf eine
gewisse Unabhangigkeit von Wildschwein- und Hausschwein- PCV-2 - Genotypen
hin. Im Gegensatz dazu weisen die Genotypen 2b / 1 und 2b / 3 auf einen Austausch
hin. Auch die Tatsache, dass der Genotyp 2 a bei den Wildschweinen weit verbreitet
ist (57,5 %), wohingegen er bei Hausschweinen selten (4,8 %) ist, unterstiitzt diese
Aussage. Der Genotyp 2 b ist bei den Hausschweinen der weitest verbreitete Geno-
typ. Diese Tatsache spricht fur die Hypothese, dass ein Austausch von PCV-2 zwi-
schen den Arten stattfindet, wobei der Austausch in erster Linie vom Hausschwein
zum Wildschwein vorkommt, aber auch in umgekehrter Richtung mdglich ist. Eine
mogliche Erklarung liegt in den unterschiedlichen Virusbelastungen, die von Reiner
et al. (2010) beschrieben wurden. Die Daten von Albina et al. (2000) unterstreichen
die Hypothese indirekt. Diese Autoren vermuten, dass Virusinfektionen von Schwei-
nen, wahrscheinlich von Hausschweinen auf Wildschweine tibergehen, und die um-
gekehrte Richtung die Ausnahme ist. Bei im Freiland gehaltenen Hausschweinen ist
die Wahrscheinlichkeit fiir Infektionstibertragungen von Wild- zu Hausschweinen ho-

her.

PCV-2 zeigt eine hohe Variabilitat innerhalb und zwischen den Haus- und Wild-
schweinpopulationen. Einige Genotypen kénnen ausschlie3lich bei Wildschweinen
gefunden werden. Dies zeigt eine gewisse Unabhangigkeit von PCV-2 -Infektionen in
beiden Gruppen und spricht dafur, dass Hausschweine nur eine geringe Chance ha-
ben, sich mit PCV-2 aus Wildschweinherkunft zu infizieren. Auf der anderen Seite
kommen Hausschwein spezifische PCV-2 - Genotypen bei Wildschweinen mit einer
niedrigen Frequenz vor, was fir eine Ubertragung von Haus- zu Wildschweinen

spricht.
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5.3.3 Veradnderungen von PCV-2 bei Wild- und Hausschwein

Im Laufe der letzen Jahre kam es innerhalb des PCV-2-Genotyps zu einer Verschie-
bung der vorherrschenden Subtypen. Wahrend der PCV-2 Typ 2 a in der Haus-
schweinpopulation seit dem Jahr 2003 immer weiter zuriickging, nahm die Bedeu-
tung von PCV-2 Typ 2 b zu. Gerade bei den Hausschweinen dominiert von diesem
Zeitpunkt an bis heute der Typ b. Dies deckt sich sowohl mit der Auswertung der
GenBank®-Eintrage (Stand August 2009), als auch mit den Ergebnissen dieser Dok-

torarbeit.

Bei diesem genetischen Wandel ist auffallend, dass die Wildschweinpopulation fir
den PCV-2 Typ a noch eine Pravalenz von bis zu 47,5 % aufweist. Daraus lasst sich
schlieRen, dass sich diese Veranderung in erster Linie in der Hausschweinpopulation
abspielt, da diese fiir den Typ 2a nur noch eine Pravalenz von weniger als 6 % auf-
weist. Diese Entwicklung lasst vermuten, dass die genetische Entwicklung von PCV-
2 innerhalb der Wildschwein- und innerhalb der Hausschweipopulation unabhangig

von einander ablauft.
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6 Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Wild- und Hausschweingewebeproben
aus den Jahren 2005 bis 2008 mittels nested PCR (nPCR) auf das Vorkommen von
PCV-2 untersucht und die positiv getesteten Proben mittels Realtime PCR (gPCR)
quantifiziert. Zusétzlich wurden die Proben im Institut fur Pathologie der Justus-
Liebig-Universitat histologisch und immunhistologisch untersucht (Dissertation
Hohloch). Ziel war es, das Vorkommen von PCV-2 und die Haufigkeit PCV-2-
assoziierter Erkrankungen bei Haus- und Wildschwein zu beschreiben und zu ver-
gleichen, sowie eine Aussage bezuglich des Austausches von PCV-2 zwischen
Haus- und Wildschwein anzustellen. Die Variabilitdt und Verwandtschaft der
verschiedenenen PCV2-Stamme wurden anhand von Abschnitten im ORF2 und
ORF3 mittels Pyrosequenzierung dargestellt und mit Daten der GenBank® abgegli-

chen.

Die Wildschweinproben wurden bei verschiedenen uber alle Bundeslander, aul3er
Bremen und Hamburg, verteilten Jagden entnommen. Die Proben der Hausschweine
wurden auf einem zentralen Schlachthof in Stiddeutschland, insbesondere von ge-
sunden Spanferkeln, entnommen. Dartber hinaus standen auch Tiere zur Verfi-
gung, die aufgrund ungeniigender Koérperentwicklung verworfen wurden. Die Her-
kunftsbereiche der Haus- und Wildschweine zeigen weitgehende Ubereinstimmun-
gen.

Bei der nPCR waren alle Hausschweine positiv fir PCV-2. Bei den Wildschweinen
wurde mittels nPCR eine Pravalenz von 63,1 % ermittelt. Die gPCR ergab fir die
Hausschweine eine Pravalenz von 98,8 % und 45,5 % fir die Wildschweine. Die
PCV-2 Virusbelastungen der Wild- (Mittelwert: 102%) und Hausschweine (Mittelwert:
10*?) waren signifikant verschieden. Der Virusgehalt der Hausschweine war damit
signifikant hoher als der der Wildschweine. Unterschiede zwischen geschlachteten

und verworfenen Schweinen konnten nicht auf PCVD zuriickgefiihrt werden.

Im dritten Teil der Arbeit wurden Teilabschnitte des ORF2 und des ORF3 mittels

Pyrosequencing sequenziert und mit Daten aus der GenBank® abgeglichen. Insge-
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samt wurden 40 Wildschweine und 60 Hausschweine untersucht. Bei den Haus-
schweinen dominierte der PCV-2 Subtyp 2b, mit dem 98,4 % der Tiere infiziert wa-
ren, wahrend auf den Typ 2a nur 4,8 % entfielen. Bei den Wildschweinen lag die Ver-
teilung bei 58 % (2b) zu 70 % (2a). In Verbindung mit den ORF3-Genotypen zeigte
sich, dass mehr als 50 % der Wildschwein-PCV-2-Genotypen bei deutschen und eu-
ropdischen Hausschweinen selten sind. Gleichzeitig kamen Hausschwein typische
PCV-2-Genotypen auch bei den Wildschweinen vor, wenngleich mit niedriger Préva-
lenz. Diese Ergebnisse sprechen fiir einen geringen Infektionsdruck vom Wild- aufs
Hausschwein, aber auch dafir, dass PCV-2 vom Haus- aufs Wildschwein tbertragen

werden kann.

Die vorliegende Untersuchung ist die erste Studie, die die deutschlandweite Vertei-
lung von PCV-2 bei Wild- und Hausschweinen qualitativ und quantitativ untersucht.
Der qualitative Nachweis von PCV-2-DNA in Geweben von Wild- und Hausschwei-
nen zeigt die weite Verbreitung der Infektion an, die jedoch in den meisten Fallen
ohne Krankheitsfolge bleibt. Die qPCR erlaubt eine fundierte Aussage Uber die Klini-
sche Relevanz der PCV-2 Infektion. Vorliegende Studie zeigt zum ersten Mal, dass
die Wildschweine beziiglich PCV-2 Infektionen nur eine untergeordnete Rolle fir In-

fektionen bei Hausschweinen spielen.
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6.2 Summary

Wild and domestic pig tissue samples from 2005 to 2008 were examined for the
presence of PCV-2 using nested PCR (nPCR). Positive samples were consecutively
quantified by real-time PCR (gPCR). All tissue samples were examined by histologi-
cal, immunehistology and immunohistochemiy at the Institute of Pathology, Justus-
Liebig-University (Diss. Hohloch). The aim was to investigate the distribution of PCV-
2 and PCVD in the two populations. In the third part of the work, sections of the
ORF2 and ORF3 were sequenced using pyrosequencing and compared with data
from GenBank®, to investigate the hypothesis that wild boars serve as a reservoir for

PCV-2 infection in domestic pigs.

The wild pig samples were taken during various hunts in the federal states of Germa-
ny, except for Bremen and Hamburg. In domestic pigs, the samples were taken from
healthy piglets slaughter at a body weight around 35 kg. A small subset of piglets
was excluded from slaughter because of bad body conditions Geographic origins of

domestic pigs and wild boars overlapped widely.

Nested PCR detected PCV-2 DNA in all domestic pigs and in 63.1% of the wild
boars. With a slightly lower sensitivity than the nPCR, qPCR detected PCV-2 in98.8%
of the domestic pigs and in 45.5% of the wild boars. The PCV-2 viral loads of the wild
boar (mean: 10*%) and domestic pigs (mean: 10*?) were significantly different. Virus
DNA content did not differ between healthy and excluded domestic piglets. Despite
of a high prevalence of PCV-2 infection, PCVD was rare in domestic pigs and not
detected in wild boars, except for one boar.Sequencing of the ORF2 and ORF3 by
pyrosequencing and comparing the results with data from GenBank® for a total of 40
wild boarsand 60 domestic pigs, detected PCV-2 subtype 2b in 98.4% and subtype
2ain 4.8% of the domestic pigs. In the wild boar, the distribution was 58% (2b) and
70% (2a). Most of ORF3 genotypes typical for wild boars were extremely rare or
could not be detected in German and European domestic pigs. At the same time,
domestic pig sequences were found at low prevalence in wild boar samples. Thus,
the hypotheses of wild boars as a reservoir for domestic pig PCV-2 has to be re-
jected. On the contrary, domestic pigs seem to be a source of PCV-2 wild boar infec-

tion.
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The present study was the first investigation on the nationwide prevalence of PCV-2
in domestic pigs and wild boar. The results showed ubiquitous distribution of PCV-2
in both subspecies. The occurrence of PCVD was sparse, expecially in wild boars.
Quantitative PCR was well suited to detect PCV-2 loads of clinical relevance. Geno-
type results provide clear evidence against the role of wild boars as a reservoir for

domestic pig PCV-2.
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8 Anhang
8.1

Bezeichnung
1XTE

50XTAE

sepuffer)

(Elektrophore-

Auftragspuffer

Natronlauge

Binding-Puffer (pH 7,6)

Annealing-Puffer (pH 7,6)

Washing-Puffer

Ansétze fir Lésungen

Mengenangaben
10mM
imM
242,289
18,619
60,059

ad 1000ml
0,3g

259
ad100ml
0,2M
10mM

2M

imM

0,1%

20mM
2mM
10mM

Stoffe

Tris

EDTA

Tris

EDTA

Essigsaure

aqg. bidest

Orange G
Saccharose

ag. Bidest

NaOH

Tris-HCI

HCI

EDTA

Tween 20 (Polyoxyethylen-20-
sorbitanmonolaurat)
Tris-Acetat
Mg-Acetat
Tris-Acetat
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8.2 Primer

8.2.1 Primer fir Pyrosequenzing

Primername  Sequenz (5°-3") Amplifikatlange Position®  Literatur
[Bp]
Pyro-PCV- GCCCTGAATTTCCATATGAAATAA 104 964- diese
2-F 988 Studie
Pyro-PCV- Biotin-5"- 1044-
2-R ATTTAATCTTAAAGACCCCCCACT- 1048
3

Pyro-PCV- TTTATCACTTCGTAATGG

2-S
Orf3F ATTGTTGGCGAGGAGGGTAA 318 180-
200
Orf3R Biotin-5"- 480-
CCCGCGGAAATTTCTGAC-3 548

Orf3s GTAAAGAAGGCAACTTAC
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8.2.2 Primer fir nPCR und qPCR

Primername  Sequenz (5°- 3") Amplifikat-  Position* Literatur
lange in
Bp
PCV S CGG GAG GAG TAG TTW AYA 389 1323- Willems
TAG G 1343,fwd?
PCV AS1 CATCTT GGAAACATCCTCC 1667- Willems
1685,rev®

PCV AS2 CATCTT GGC CAG ATCCTC

PCV-1AS CCT TCA GAA ACC GTT ACA GAT 327 1628 — 1650, Willems
GG rev®
PCV-1S  AGG GGT CAT AGG CCA AGT TG 1321-
1340, fwd?
PCV-21S TAG GTT AGG GCTGTG GCCTT 264 1322 — 1341, Laro-
fwd? chelle et
al.,
PCV-2 IAS CCG CAC CTT CGG ATATAC TG 1566 — 1585,
5 2000b
rev
PCV-2F CCAGGAGGGCGTTGTGACT 98 1535- diese

1553, fwd? Studie

PCV-2R CGC TAC CGT TGG AGA AGG AA 1614-
1633,rev®
PCV-2S  6-Fam 5 -AAT GGC ATC TTC AAC 1589-1609,

ACC CGC CTC T-3" Tamra fwd?
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