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| Einleitung 1

| EINLEITUNG

Das Porzine Reproduktive und Respiratorische Syndrom (PRRS) ist eine
weltweit  vorkommende  Viruserkrankung, die zu erheblichen
wirtschaftlichen Schaden fihrt (HOLTKAMP et al, 2013). Die
Virusausscheidung findet tber alle Exkrete und Sekrete, unter anderem
auch Uber das Sperma, statt (YAEGER et al., 1993; CHRISTOPHER-
HENNINGS et al., 2001). Dartber hinaus kann das Virus tUber Monate
lymphatisch persistieren (ALLENDE et al.,, 2000; FANGMAN und
KLEIBOEKER, 2007). In den letzten zwei Jahren wurde das PRRS-Virus
(PRRSV) in Europa wiederholt in Besamungsstationen nachgewiesen.

Im Dezember 2012 kam es bei Ferkelerzeugern in Baden-Wirttemberg
und Bayern vermehrt zum Auftreten von Fruchtbarkeitsproblemen. Mit
PRRSV-infizierter Samen konnte als Ursache fir den PRRS-Ausbruch
identifiziert werden. In den betroffenen Betrieben wurden Unterschiede in

der Auspragung der Klinik beobachtet.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, Unterschiede im klinischen
Verlauf in den damals betroffenen Betrieben darzustellen. Zudem galt es,
den PRRSV-Status der betroffenen Betriebe ein Jahr nach Ausbruch zu
erheben, um eine eventuell vorhandene Viruspersistenz nachzuweisen.
Zusatzlich wurden herdenspezifische Daten sowie Kontrollma3nahmen
mithilfe eines Fragebogens erfasst, um die betriebsspezifischen

Parameter zwischen den Betrieben zu vergleichen.
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I LITERATURUBERSICHT

1 Historischer Uberblick

Im Jahre 1987 kommt es in Nordamerika im Bundesstaat lowa bei
schweinehaltenden  Betrieben zum  vermehrten  Auftreten  von
Reproduktionsstérungen bei Sauen und respiratorischen klinischen
Anzeichen von denen vor allem Saug- und Absetzferkel betroffen sind
(KEFFABER, 1989; HILL, 1990; LOULA, 1991). Die Genese dieser
Epidemie ist zun&chst unklar (KEFFABER, 1989). Ausbruche &hnlicher Art
kénnen auch kurze Zeit spater in Kanada (DEA et al., 1992) und Japan
(SHIMIZU et al., 1994) beobachtet werden.

Aufgrund des klinischen Bildes der Erkrankung etablieren sich zunéchst
Namen wie Mystery Swine Disease (HILL, 1990), Swine Infertility and
Respiratory Syndrome (COLLINS, 1991) und Porcine Epidemic Abortion
and Respiratory Syndrome (WENSVOORT et al., 1992).

Die ersten Félle in Europa werden 1990 in Deutschland unter dem Namen
~Seuchenhafter Spatabort der Schweine“ beschrieben (LINDHAUS und
LINDHAUS, 1991). In den folgenden Monaten verbreitet sich das Virus in
den Schweinebestdnden Deutschlands. Innerhalb weniger Monate werden
in Deutschland tber 3.000 Ausbriiche dokumentiert (OIE, 1992). Das fur
die Erkrankung verantwortliche Lelystad Virus wird 1991 erstmals in den
Niederlanden isoliert (WENSVOORT et al.,, 1991) und kann noch im
selben Jahr durch die Erfillung der Henle-Koch-Postulate als
atiologisches Agens beschrieben werden (TERPSTRA et al., 1991). In den
nachsten vier Jahren kommt es zu Virushachweisen in ganz Europa
(BARON et al., 1992; BOTNER et al., 1994).

Im Jahr 1992 gelingt es, den Genotyp ATCC VR-2332 in Nordamerika zu
isolieren (COLLINS et al., 1992). Durch antigenetische Vergleiche zeigen
WENSVOORT et al. (1992), dass sowohl die Félle in Europa als auch die
in den USA auf eine Infektion mit dem gleichen Virus zurlckzufiihren sind.
Allerdings weisen die zwei Genotypen (Genotyp 1: Lelystadt = EU,
Genotyp 2: VR-2332 = NA) eine starke antigenetische Variabilitat auf.
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1991 vergibt die EU-Kommission fur diesen viralen Infekt den einheitlichen
Namen Porzines Reproduktives und Respiratorisches Syndrom Virus
(PRRSV) und ersetzt somit die unterschiedliche Namensgebung in den

verschiedenen Landern.

2 Atiologie

2.1 Taxonomie und Morphologie

Das zur Ordnung der Nidovirales zahlende PRRS-Virus wird der Familie
der Arteriviridae zugeordnet (MEULENBERG et al., 1993). Innerhalb
dieser Familie gibt es wiederum zwei Spezies, die in der Veterindrmedizin
hauptsachlich relevant sind: das Equine Arteritis Virus (EAV) und das
PRRSV (MEULENBERG et al., 1993). Wie alle Arteriviren replizieren sich
sowohl das EAV, als auch das PRRSV bevorzugt in den Makrophagen der
Lunge (WENSVOORT et al., 1991; MEULENBERG et al., 1993; THIEL et
al., 2011). Weiterhin kann durch diese beiden viralen Erreger ein
Abortgeschehen ausgeltdst werden (TERPSTRA et al., 1991; THIEL et al.,
2011). Eine Infektion kann sowohl ein akutes Krankheitsbild hervorrufen
als auch klinisch inapparent und persistierend verlaufen (HORTER et al.,
2002; FANGMAN und KLEIBOEKER, 2007; THIEL et al., 2011).

PRRSV st ein kleines, behilltes Einzelstrang-RNA-Virus mit positiver
Polaritat (ZIMMERMAN et al., 2012). Das Virion hat einen Durchmesser
von 50-70nm und eine glatte behtllte Oberflache (BENFIELD et al., 1992;
SPILMAN et al., 2009).

Das infektionsfahige 15,1 kb lange RNA-Genom bildet zusammen mit dem
basischen Nukleoprotein das Viruskapsid (ZIMMERMAN et al., 2012),
welches von einer lipidhaltigen Membranhille umschlossen wird. In diese
sind die Glykoproteine 2-5 (GP2-5) sowie das envelope Protein und das

Matrixprotein als Strukturproteine eingelagert (THIEL et al., 2011).

2.2 Aufbau der Virusgenoms

Das Virusgenom enthalt bis zu zehn offene Leserahmen (open reading
frames, ORF) (MEULENBERG et al., 1995; MEULENBERG et al., 1997;
WU et al., 2001; JOHNSON et al., 2011). Etwa 80 % des Genoms werden

von den ORFs la und 1b eingenommen, welche wiederum fur die 13
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Nichtstrukturproteine kodieren. Die Kodierung der acht Strukturproteine
werden von den ORFs 2-7 ubernommen (MEULENBERG et al., 1995;
MEULENBERG, 2000; WU et al., 2001; JOHNSON et al., 2011).

2.3  Genetische Differenzierung von PRRSV

Die Charakterisierung und Quantifizierung der genetischen Diversitat von
PRRSYV stellt einen wichtigen Punkt in der epidemiologischen Forschung
dar (FORSBERG et al.,, 2002) und besitzt gerade bei dem genetisch
erheblich heterogenen PRRS-Virus eine hohe Relevanz fur die
Entwicklung von neuen Vakzinen und diagnostischen Testmethoden
(MENG, 2000).

Hierzu werden definierte Genomabschnitte von Aminosduren und
Nukleotiden mittels RT-PCR amplifiziert und im Anschluss sequenziert
(OLEKSIEWICZ et al., 1998). Fur den Nachweis mittels RT-PCR werden
die am besten konservierten Gene des PRRSV verwendet, dazu zahlen
die Genom-Fragmente ORF6 und ORF7 (OLEKSIEWICZ et al., 1998;
GROSSE BEILAGE et al, 2013). Geht es hingegen darum die
Sequenzidentitat verschiedener Isolate zu vergleichen, wird tblicherweise
aufgrund seiner hohen Variabilitdit das ORF5 flir eine Sequenzanalyse
herangezogen, da sich vor allem in diesem Abschnitt Unterschiede in den
Sequenzen erkennen lassen (GOLDBERG et al., 2000). Einen weiteren
Vorteil bieten die bestehenden umfangreichen Gendatenbanken die fir
einen Vergleich der ORF5 Sequenzen herangezogen werden kdnnen
(ZIMMERMAN et al., 2012).

Wenn die Sequenzen verschiedener PRRSV-Isolate zu 98%
Ubereinstimmen werden sie meist als identisch definiert (COLLINS et al.,
1998; GROSSE BEILAGE et al., 2013). Sowohl in experimentellen als
auch in Feldstudien kann eine Mutationsrate von 0,5 — 1 % pro Jahr
ermittelt werden (CHANG et al.,, 2002; MURTAUGH, 2012). Die in den
Studienergebnissen ermittelte Mutationsrate sollte jedoch nur als
Anhaltspunkt dienen, da die Rate der Mutation maf3geblich von der Hohe
der Virusreplikation beeinflusst wird (MURTAUGH, 2012). Diese ist
wiederum hauptséchlich von nicht viralen (immunologischen) Faktoren,
wie dem Immunitatsstatus abhéngig (MURTAUGH, 2012). Der PRRSV-
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Immunitatsstatus auf Herdenebene hat einen grof3en Einfluss auf die
Virusvermehrung und Ubertragung (MURTAUGH, 2012). Eine geringere
Viruslast aufgrund eines hohen Immunitatsstatus fuhrt zur einer
reduzierten Ubertragungsrate und somit auch zu einer verringerten
Mutationsrate (MURTAUGH, 2012). Zusammenfassend ist festzustellen,
dass die Bestimmung des Verwandschaftsgrades alleinig Uber die
Interpretation der Sequenzidentitat ohne die Miteinbeziehung von
Umweltfaktoren zu falschen Interpretationsergebnissen fuhrt
(MURTAUGH, 2012).

Genau wie bei nordamerikanischen (NA)-Genotyp Isolaten lasst sich auch
bei europaischen (EU)-Genotyp Isolaten eine Gruppenbildung (Clustering)
feststellen, diese kann jedoch geographisch verzerrt sein (FORSBERG et
al.,, 2002). Innerhalb des EU-Genotyps werden drei Hauptgruppen
unterschieden (FORSBERG et al., 2002). Es wird zwischen Lelystadt-like,
italienischen und danischen Clustern unterschieden (FORSBERG et al.,
2002). Am hochsten genetisch divergent ist das italienische Cluster
(FORSBERG et al., 2002).

Der EU-Genotyp wird durch STADEJEK et al. (2008) mithilfe
phylogenetischer Analysen des ORF7 in drei Subtypen unterteilt: den
Paneuropaischen Subtyp 1 und die Osteuropaischen Subtypen 2 und 3.
Feldisolate aus Weil3russland lassen zudem auf einen potentiellen vierten
Subtyp schlieBen (STADEJEK et al., 2013).

2.4 Genetische und antigenetische Varianz

Wie alle RNA-Viren zeigen auch PRRS-Viren eine im Vergleich zu DNA-
Viren hohe Mutationsrate (TRUYEN, 2011). Das fir die Genomreplikation
zustandige Enzym, die RNA-abhangige RNA-Polymerase, besitzt im
Gegensatz zur zellularen DNA-Polymerase der DNA-Viren Kkeine
.Proofreading“ (Korrektur)-Funktion. Dies erklart die hohe genetische
Variabilitdt, die allen RNA-Viren zu eigen ist (TRUYEN, 2011). Dieses
parallele Vorkommen von sich ahnelnden, aber dennoch unterscheidbaren
Nachkommenviren wird als Quasispezies beschrieben (GOLDBERG et al.,
2003; TRUYEN, 2011). CHANG et al. (2002) zeigen, dass es zur

Koexistenz dieser Virusvarianten (Quasispezies) innerhalb eines
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infizierten Tieres kommt. Als Folge dieser Mutationen ist es méglich, dass
diese Varianten nicht mehr vom Immunsystem erkannt werden. Es findet
eine antigene Selektion statt, die zur Bildung von ,Escape-Mutanten® fihrt
(TRUYEN, 2011). Inwiefern die Bildung dieser Quasispezies bei PRRSV
eine Rolle spielt, ist jedoch noch unklar (ZIMMERMAN et al., 2012).
Aufgrund dieser genetischen Unterschiede lassen sich die verschiedenen
Isolate in einen europdischen Genotyp 1 (EU) und einen
nordamerikanischen Genotyp 2 (NA) einteilen (ZIMMERMAN et al., 2012).
Die grote Varianz besteht zwischen den Isolaten aus Europa und
Nordamerika. ALLENDE et al. (1999) weisen in einem Vergleich der
kompletten Genomsequenz zwischen einem nordamerikanischen Isolat
und dem europdischen Lelystadvirus lediglich eine Ubereinstimmung der
Nukleotididentiat von 63,4 % nach. Die Diversitat unter den Isolaten des
EU-Genotyps ist sehr viel hoher als bei denen des NA-Genotyps
(STADEJEK et al., 2006).

3 Epidemiologie

Die  PRRSV-Erkrankung ist  mittlerweile in den  meisten
schweineproduzierenden Landern endemisch verbreitet. In Europa sind
lediglich Schweden (CARLSSON et al., 2009), Norwegen (GR@NTVEDT
et al., 2015), die Schweiz (CORBELLINI et al.,, 2006) und Finnland
(VEIJALAINEN und TAPIOVAARA, 2000) PRRSV frei.

In PRRSV-positiven, schweinedichten Regionen sind Ublicherweise 60-
80 % der Herden seropositiv (ZIMMERMAN et al., 2012). Diese
Seropravalenz ist jedoch von ihrer Aussagekraft als kritisch zu bewerten,
da durch den Einsatz von modifizierten attenuierten Lebendvakzinen
(MLV) Impfantikorper induziert werden, die sich durch herkémmliche
serologische  Untersuchungsmethoden nicht von den gebildeten
Antikopern einer Feldvirusinfektion unterscheiden lassen (ZIMMERMAN et
al.,, 2012). BATNER et al. (1997) berichten, dass Impfvirus von PRRS-
vakzinierten Herden auf PRRS-freie Herden Ubertragen werden kann.
Dies ist ein weiterer Grund fur eine vorbehaltliche Interpretation der

Seropravalenz.
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3.1 Empfangliche Arten

Neben Hausschweinen konnen sich auch Wildschweine mit PRRSV
infizieren (THIEL et al., 2011). ZIMMERMAN et al. (1997) beschreiben bei
Stockenten sowohl die PRRSV-Replikation als auch die fakale
Ausscheidung nicht jedoch den klinisch apparenten Verlauf.
Darauffolgende Studien kdnnen diese Untersuchungsergebnisse jedoch
nicht bestatigen (TRINCADO et al., 2004b; ZIMMERMAN et al., 2012).
WILLS et al. (2000b) zeigen, dass sich die Ublicherweise in Stallndhe
aufhaltenden Tiere wie Hunde, Katzen, Ratten, Mause und Vdgel weder

als biologische noch als mechanische Vektoren eignen.

Stechmicken (Aedes vexans) und Hausfliegen (Musca domestica)
kobnnen unter experimentellen Bedingungen das PRRS-Virus von
infizierten auf naive Tiere Ubertragen (OTAKE et al., 2002d; OTAKE et al.,
2003b). Jedoch fungieren diese Insekten lediglich als mechanische und
nicht als biologische Vektoren (OTAKE et al., 2003a; SCHURRER et al.,
2005).

3.2 Ausscheidung und Ubertragung

Bei Schweinen kann eine Infektion mit PRRSV intrauterin
(CHRISTIANSON et al., 1993), vaginal (YAEGER et al., 1993; GRADIL et
al., 1996), intranasal (MAGAR et al., 1995), intramuskuldr (YOON et al.,
1999) und oral (MAGAR et al., 1995) erfolgen.

Wieviel Virusmenge fir eine Infektion notwendig ist, variiert je nach Art der
Exposition (ZIMMERMAN et al, 2012) und der Virulenz der
unterschiedlichen PRRS-Isolate (CUTLER et al.,, 2011). YOON et al.
(1999) zeigen, dass Schweine héchstempfanglich auf eine intramuskulare
Infektion mit PRRSV reagieren. Die Gefahr der parenteralen Ubertragung
bergen etwa zootechnische Mal3nahmen (ZIMMERMAN et al., 2012) und
aggressives beziehungsweise kannibalistisches Verhalten (BIERK et al.,
2001; ZIMMERMAN et al., 2012). PRRSV-infiziertes Sperma kommt als
weitere direkte Infektionsquelle in Betracht (YAEGER et al., 1993).
CHRISTOPHER-HENNINGS et al. (1995) zeigen, dass das PRRS-Virus
bis zu 92 Tage nach Exposition im Sperma nachzuweisen ist. In wie weit

die fakale Ausscheidung ein weiteres Risiko der direkten
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Erregerverbreitung darstellt, wird zur Zeit noch kontrovers diskutiert. Sie
reichen von massiver Ausscheidung (YOON et al., 1993), Uber vereinzelte
Ausscheidung (ROSSOW et al., 1994), bis hin zu keinem Virusnachweis in
den untersuchten Kotproben (WILLS et al., 1997a). Losgel6st von der
Frage des direkten Nachweises von PRRSV im Kot, zeigen PIRTLE und
BERAN (1996), dass es zur schnellen Virusinaktivierung in der Gille
kommt. WAGSTROM et al. (2001) belegen, dass es auch zur
Ausscheidung von Feldvirus tGber die Muttermilch kommt. Dies ist insofern
nicht tberraschend, da sich PRRSV vorwiegend in Makrophagen repliziert
und diese eine der Hauptfraktion in der Milch von Sauen darstellen (LE
JAN, 1996; WAGSTROM et al., 2001).

PRRSV kann Uber eine Vielzahl von Wegen indirekt auf empfangliche
Tiere Ubertragen werden (CHO und DEE, 2006). OTAKE et al. (2002b)
kénnen etwa kontaminierte Stiefel, Overalls und ungewaschene Hande als
potentielle Ubertragungsquelle identifizieren. Mit dem Blut PRRSV-
infizierter Tiere verunreinigte Nadeln werden von OTAKE et al. (2002c) als
weitere mechanische Ubertragungswege beschrieben. Auch
Transportfahrzeuge bergen das Risiko der indirekten
Erregerverschleppung (DEE et al., 2004).

Die Ubertragung uber Aerosole wird aktuell kontrovers diskutiert (CHO
und DEE, 2006). BROCKMEIER und LAGER (2002), KRISTENSEN et al.
(2004) und OTAKE et al. (2010) weisen eine Ubertragung tber die Luft
nach, wohingegen WILLS et al. (1997a), OTAKE et al. (2002a),
TRINCADO et al. (2004a) und FANO et al. (2005) diesen Nachweis nicht

erbringen kdnnen.

Eine vertikale Infektion der Foten findet hauptséchlich in der Spatphase
der Trachtigkeit statt (72.-93. Tag der Trachtigkeit) (TERPSTRA et al.,
1991; CHRISTIANSON et al., 1992; MENGELING et al., 1994; KRANKER
et al.,, 1998; MENGELING et al.,, 1998). Die Inzidenz einer Infektion der
Embryos im frihen Stadium der Tréachtigkeit ist gering (PRIETO et al.,
1996a). Infektionen der Foten im mittleren Stadium der Trachtigkeit
kommen hochstens vereinzelt vor (CHRISTIANSON et al.,, 1993). Das
Fehlen des Glykoproteinrezeptors Sialoadhesin (CD 169) in den

Embryonen, wahrend der frihen Phase der Trachtigkeit, liefert eine
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maogliche Erklarung fir das Phanomen der spaten Empfanglichkeit der
Foéten (MATEUSEN et al., 2007). KARNIYCHUK und NAUWYNCK (2013)
zeigen, dass es im Laufe der Trachtigkeit zu einem Anstieg an
Sialoadhesin positiven Zellen in der Plazenta kommt und liefern somit
einen weiteren Erklarungsansatz fur die spate PRRSV-Empfanglichkeit

der Foten.

3.3 Persistente Infektionen

PRRSV fihrt bei Schweinen zu chronisch persistierenden Infektionen
(ZIMMERMAN et al., 2012). Dies nimmt grof3en Einfluss auf den
epidemiologischen Verlauf einer PRRSV-Infektion (ZIMMERMAN et al.,
2012). Infektioses Virus wird vom 100. bis zum 165. Tag post infectionem
(p.i.) im lymphatischen Gewebe nachgewiesen (WILLS et al., 1997b;
ALLENDE et al., 2000; BENFIELD et al., 2000; HORTER et al., 2002;
FANGMAN und KLEIBOEKER, 2007). Persistente Infektionen entwickeln
sich in jedem Alter (ZIMMERMAN et al., 2012). ROWLAND et al. (1999)
und BENFIELD et al. (2000) belegen, dass intrauterin infizierte Schweine
eine persistierende Infektion entwickeln kdnnen, genauso wie Jungtiere
(FAIRBANKS et al.,, 2002) und adulte Schweine (CHRISTOPHER-
HENNINGS et al., 1995; BIERK et al.,, 2001). Allerdings zeigen im
Jugendstadium infizierte Tiere eine im Vergleich zu adult infizierten Tieren
verlangerte Phase der Persistenz (MENGELING et al., 1994; BIERK et al.,
2001). Der Mechanismus mit dem sich PRRSV der aktiven Immunantwort
entzieht konnte noch nicht eindeutig identifiziert werden (ZIMMERMAN et
al., 2012). CHANG et al. (2002); CHANG et al. (2009) weisen jedoch in
persistent infizierten Schweinen eine relativ geringe Mutationsrate nach,
so dass genetische Verdnderungen vermutlich nicht den

Hauptmechanismus der Immunevasion darstellen.

4  Pathogenese

Nach oronasaler Infektion findet die primare Virusreplikation in einer
Untergruppe von differenzierten Makrophagen der Lunge statt (THIEL et
al., 2011, ZIMMERMAN et al.,, 2012). Bei diesen handelt es sich

hauptsachlich um pulmonale Alveolarmakrophagen (PAM) und pulmonale
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intravaskulare Makrophagen (PIM) (WENSVOORT et al., 1991;
THANAWONGNUWECH et al., 1997a; BADAOUI et al., 2014).

Durch den Rezeptor Heparansulfat-Glykosaminoglykane (HS-GAG) findet
der initiale Viruskontakt statt. Dieser befindet sich auf der Oberflache der
permissiven Makrophagen (DELPUTTE et al., 2002). Des Weiteren erhéht
HS-GAG die Interaktion von PRRSV mit dem Glykoproteinrezeptor CD169
(DELPUTTE et al., 2005). CD169 ermobglicht sowohl die Bindung von
PRRSV an die Makrophagenoberflache, als auch dessen Internalisierung
(VANDERHEIJDEN et al., 2003; DELPUTTE et al., 2005). Dieser Virus-
Rezeptor-Komplex gelangt tber eine Clathrin-vermittelte Endozytose ins
Zytoplasma der  Makrophagen  (NAUWYNCK et al., 1999;
VANDERHEIJDEN et al., 2003).

In der weiteren Virusreplikation spielt das Transmembranprotein CD163
eine essentielle Rolle, die prazise Funktion ist aber noch nicht vollstandig
geklart (VAN GORP et al., 2008, 2009). Man vermutet, dass CD163 an
der Interaktion mit den PRRSV-Glykoproteinen GP2 und GP4 mitbeteiligt
ist, dies fuhrt zur Freisetzung der viralen RNA aus dem friihen Endosom in
das Zytoplasma der Makrophagen (VAN GORP et al., 2008; DAS et al.,
2010). Im Zytoplasma findet darauffolgend die Virusreplikation statt
(NAUWYNCK et al., 2012).

Zu Infektionsbeginn wird die Apoptose in den infizierten Makrophagen
noch unterdriickt, gegen Ende der Infektion tritt dann der programmierte
Zelltod ein (LABARQUE et al, 2003a; COSTERS et al., 2008;
KARNIYCHUK et al., 2011). Durch den sogenannten Bystander-Effekt
werden dann auch nicht infizierte Nachbarzellen zu apoptotischen
Prozessen angeregt (SIRINARUMITR et al., 1998; KARNIYCHUK et al.,
2011).

Neuere Studien untermauern einerseits die herausragende Bedeutung
des CD163 Rezeptors, widersprechen aber andererseits der Rolle des
CD169 Rezeptors (LEE et al., 2010; ZHANG und YOO, 2015). So zeigen
ZHANG und YOO (2015) sowie LEE et al. (2010), dass alleinig CD163
dazu in der Lage ist, nicht permissive Zellen fir eine PRRSV-Infektion
empfanglich zu machen, wohingegen der Rezeptor CD169 fir eine
PRRSV-Infektion nicht notwendig ist (ZHANG und YOO, 2015). PRATHER

et al. (2013) zeigen in einem Infektionsversuch mit Knock-Out-Schweinen,
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die nicht in der Lage sind CD169 zu exprimieren, dass es bei diesen
Tieren trotz des Fehlens des CD169 Rezeptors zu einer PRRSV-Infektion
kommt. Nach dieser initialen Virusreplikation in den permissiven
Makrophagen, kommt es zur rapiden Virusausbreitung in den Lungen und
dem lymphatischen Gewebe (ZIMMERMAN et al., 2012).

Neben den Lungen und dem lymphatischen Gewebe stellt die Plazenta
einen weiteren Ort dar, in dem es aufgrund des hohen Gehalts an
permissiven Makrophagen, zur Virusreplikation kommt (DUAN et al., 1997,
NAUWYNCK et al., 2012).

UnregelmaRig wird PRRSV hingegen in den Endothelzellen der Gefal3e
(ROSSOW et al, 1995), in den Mikrogliazellen des zentralen
Nervensystems (THANAWONGNUWECH et al, 1997a), in den
interstitiellen Makrophagen von Hoden und Nebenhoden sowie in

Spermatozyten und Spermatiden nachgewiesen (SUR et al., 1997).

5 Klinische Anzeichen

Sowohl in Europa (WENSVOORT et al., 1991) als auch in den Vereinigten
Staaten von Amerika (KEFFABER, 1989) sowie im asiatischen Raum
(THANAWONGNUWECH et al., 2003) verlauft eine Infektion mit PRRSV
klinisch ahnlich. Zwischen den verschiedenen PRRSV-Isolaten sind grol3e
Unterschiede in der Pathogenitat erkennbar (HALBUR et al., 1996). Eine
alleinige Infektion mit einem niedrig virulenten Virusstamm verlauft meist
subklinisch (HALBUR et al., 1996). Wenn sich Tiere mit einem
hochvirulenten Stamm infizieren, kommt es in allen Altersstufen zu
schwerwiegenden Krankheitsverlaufen, die mit einer hohen Letalitatsrate
einhergehen (TIAN et al., 2007).

Tritt PRRSV in einem immunologisch naiven Bestand auf, kann die
Infektion epidemische Ausmalfe erreichen (ZIMMERMAN et al., 2012).
Sobald sich in einer Region die epidemische Verlaufsform etabliert hat,
wird PRRSV in nahezu allen Fallen endemisch (ZIMMERMAN et al.,
2012). Durch die genetische sowie antigenetische Vielfalt unter den
Isolaten, kann es in bereits endemisch infizierten Herden oder Regionen
zu epidemisch verlaufenden PRRSV-Infektionen kommen (LI et al., 2007;
TIAN et al., 2007; ZIMMERMAN et al., 2012).
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Weiterhin wird die klinische Auspragung einer PRRSV-Infektion, von
bakteriellen und viralen Ko- und/oder Sekundarinfektionen beeinflusst
(ZIMMERMAN et al.,, 2012). Auch das Alter der betroffenen Tiere hat
einen Einfluss auf die Auspragung der klinischen Anzeichen (VAN DER
LINDEN et al., 2003; ZIMMERMAN et al., 2012). So verlauft eine Infektion
(abgesehen von den reproduktiven Stérungen) bei Zuchtsauen in der
Regel eher subklinisch, wohingegen bei Jungtieren schwerwiegendere
Verlaufe zu beobachten sind (THIEL et al., 2011; GROSSE BEILAGE et
al., 2013).

5.1 Saugferkel

Kommt es bei den Saugferkeln bereits intrauterin oder neonatal zu einer
PRRSV-Infektion, sind die daraus resultierenden klinischen Anzeichen am
schwerwiegendsten (GROSSE BEILAGE et al., 2013). Diese Tiere sind im
Allgemeinen lebensschwach und anfalliger fur bakterielle und virale Ko-
und/oder Sekundéarinfektionen (GROSSE BEILAGE et al., 2013). Daraus
folgend ist auch die Sterblichkeit bei diesen Tieren deutlich erhdht
(GROSSE BEILAGE et al., 2013). Weitere Krankheitszeichen reichen von
Fieber, periokularen Odemen, Dyspnoe, Hyperpnoe liber Spreizen der
Hintergliedmafen, Apathie, Kachexie, Chemosis, Konjunktivitis bis hin zur
Diarrhoe (ROSSOW et al.,, 1994; ZIMMERMAN et al., 2012). Ebenso
kénnen zentralnervése Anzeichen mit Tremor und Ruderbewegungen in
Seitenlage beobachtet werden (KEFFABER, 1989; LOULA, 1991).

5.2 Absetz-, Aufzuchtferkel und Mastschweine

In endemisch infizierten Betrieben kommt es unter Feldbedingungen
zwischen der vierten und 16. Lebenswoche am haufigsten zu Infektionen
mit darauffolgender Entwicklung eines klinischen Bildes (THIEL et al.,
2011). Davor sind die Saugferkel in der Regel durch die protektive
Funktion der kolostralen Antikdrper geschuitzt (THIEL et al., 2011).

Bei Absetz- und Aufzuchtferkeln sowie Mastschweinen tritt eine PRRSV-
Infektion hauptsachlich als respiratorische Verlaufsform zutage (GROSSE
BEILAGE et al.,, 2013). Wenn diese unkompliziert verlauft, kdnnen
klinische Anzeichen wie Niesen, Konjunktivitis sowie Pneumonien
beobachtet werden (THIEL et al., 2011). Durch bakterielle und virale Ko-
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und/oder Sekundarinfektionen kann sich der Krankheitsverlauf
verkomplizieren (THIEL et al., 2011; GROSSE BEILAGE et al., 2013).

5.3 Zuchtsauen

Sauen konnen auf eine PRRSV-Infektion mit Fieber (TERPSTRA et al.,
1991; COLLINS et al., 1992; HOPPER et al., 1992; CHRISTIANSON et
al., 1993), Zyanosen an den Ohren und der Vulva (TERPSTRA et al.,
1991; ROSSOW, 1998), Anorexie (TERPSTRA et al., 1991; HOPPER et
al., 1992; CHRISTIANSON et al., 1993) und Apathie (TERPSTRA et al.,
1991; CHRISTIANSON et al., 1993) reagieren. Oft jedoch ist das
Allgemeinbefinden von Zuchtsauen nicht oder kaum beeintrachtigt
(GROSSE BEILAGE et al., 2013). Erst Reproduktionsstérungen kénnen
bei diesen Tieren einen Hinweis auf eine PRRSV-Infektion geben
(GROSSE BEILAGE et al., 2013). Typisch fur eine Infektion mit PRRSV im
letzten Drittel der Tr&chtigkeit ist das vermehrte Auftreten von Spataborten
(THIEL et al., 2011). Es kommt zu einer Zunahme von mumifizierten,
totgeborenen und lebensschwachen Ferkeln (DONE und PATON, 1995).
Die Anzahl an Sauen bei denen es zu keiner Nidation kommt steigt, so
dass die Abferkelrate sinkt (DONE und PATON, 1995; ZIMMERMAN et
al., 2012). Auch fur eine erhdhte Umrauschquote kann PRRSV
verantwortlich sein (HOPPER et al., 1992). Erfolgt eine Infektion mit
PRRSV vor dem 90. Trachtigkeitstag kommt es dagegen meist nicht zu
Reproduktionsstérungen (THIEL et al., 2011).

5.4 Eber

Eine PRRSV-Infektion kann sich bei Ebern anhand von Anorexie,
Somnolenz, Fieber und einem Verlust der Libido auf3ern (YAEGER et al.,
1993). Zudem kann die Samenqualitit negativ beeinflusst werden
(PRIETO et al., 1996b). Die Infektion fihrt dann in Folge zu einer
verminderten Spermienmotilitdit sowie zu einem vermehrten Auftreten
morphologisch veranderter Spermien (PRIETO et al., 1996b). So ist etwa
die Rate an Spermien mit akrosomalen Defekten erhoht (PRIETO et al.,
1996b). Haufiger jedoch verlauft die Infektion klinisch unaufféallig, was die
Gefahr der unerkannten Erregerverbreitung im Bestand deutlich erhdht
(SCHULZE et al., 2013).
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5.5 Sekundarinfektionen

Durch eine Infektion mit PRRSV werden die betroffenen Tiere flr eine
Vielzahl von bakteriellen und viralen Ko- und/oder Sekundarinfektionen
empfanglicher (ZIMMERMAN et al., 2012). Zahlreiche Studien belegen,
dass es durch eine PRRSV-Infektion zu einer Suppression der infizierten
PIMs und PAMs kommt (THANAWONGNUWECH et al., 1997b;
THANAWONGNUWECH et al., 1998a; THANAWONGNUWECH et al.,
1998b; THANAWONGNUWECH et al., 2000). In Folge fuhrt dies bei den
PIMs und PAMs zur einer verringerten bakteriziden Funktion
(THANAWONGNUWECH et al., 1997b).

PRRSV-infizierte Schweine zeigen eine erhdhte Anfalligkeit fur die
Entwicklung einer durch Streptococcus suis bedingten Septikamie (FENG
et al., 2001). Dies trifft ebenso auf die Entwicklung einer durch Bordetella
bronchiseptica ausgelésten Bronchopneumonie zu (BROCKMEIER et al.,
2000). Durch Koinfektionen mit Mycoplasma hyopneumoniae (THACKER
et al.,, 1999), porzinen Influenzaviren (VAN REETH et al., 1996, 2001),
Morbus Aujeszky (SHIBATA et al, 2003) und dem porzinem
respiratorischen Corona-Virus (VAN REETH et al.,, 1996), konnen die
durch PRRSV verursachten pathologischen Effekte potenziert werden.
WILLS et al. (2000a) belegen in einem Infektionsversuch mit Salmonella
choleraesuis und PRRSV den synergistischen Effekt hinsichtlich der
Entwicklung eines klinischen Bildes. Eine Infektion mit PRRSV und dem
porzinen Circovirus Typ 2 (PCV2) fuhrt zu einem zu einer signifikanten
Steigerung der Replikation von PCV2 (ALLAN et al., 2000) und zum
anderen zu einem schwereren Verlauf der durch PRRSV/PCV2-
induzierten interstitiellen Pneumonie (HARMS et al., 2001). PALZER et al.
(2015) zeigen, dass eine Infektion mit PRRSV ein geh&uftes Auftreten der
Glasserschen Krankheit und der Mykoplasmenpolyserositis begtnstigt.
PRRSV gilt zudem als wichtiges mitwirkendes Agens flr den Porcine
Respiratory Disease Complex (HARMS et al., 2001; THIEL et al., 2011).
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6 Pathologische Veranderungen

Makroskopische Veranderungen lassen sich regelmafdig in den Lungen
und in den Lymphknoten erkennen (HALBUR et al.,, 1995; ROSSOW,
1998). Das Lungenparenchym ist dabei hellbraun multifokal verdichtet und
die lokalen Lymphknoten sind deutlich vergrof3ert (HALBUR et al., 1995;
ROSSOW, 1998). Histopathologische Verdnderungen sind durch eine
interstitielle Pneumonie mit Proliferation der Typ Il Pneumozyten und einer
Ansammlung von Zelldebris und nekrotischen Makrophagen in den
Alveolarsepten und innerhalb der Alveolen gekennzeichnet (HALBUR et
al., 1995; BEYER et al., 2000; ZIMMERMAN et al., 2012). Zur lymphoiden
Hyperplasie mit fokalen Nekroseherden kommt es weiterhin in
Lymphknoten, Tonsillen und Milz (HALBUR et al., 1995). Auch im Uterus
von Zuchtsauen und in den Hoden von Ebern kdnnen mikroskopische
Lasionen nachgewiesen werden (ZIMMERMAN et al.,, 2012). In der
Plazenta entstehen histopathologische L&asionen, diese reichen von der
lokalen Trennung zwischen Uterusepithel und dem Trophoblast, bis zur
vollstdndigen Plazentadegeneration an den Orten der Virusreplikation
(KARNIYCHUK und NAUWYNCK, 2013). Diese histopathologischen
Veranderungen fihren in Folge zu einem unzureichenden Gasaustausch
(O,/Coz) zwischen dem fotalen und dem maternalen Kreislauf
(KARNIYCHUK und NAUWYNCK, 2013).

LADINIG et al. (2015) sehen im Gegensatz zu KARNIYCHUK und
NAUWYNCK (2013) nicht die Schadigungen der Plazenta als
Hauptursache fir den intrauterinen Fruchttod an, sondern kommen zur
dem Ergebnis, dass die Virusreplikation im fotalen lymphatischen Gewebe
(hauptsachlich im Thymus) die Hauptverantwortung am embryonalen
Fruchttod tragt. LADINIG et al. (2014) zeigen, dass die PRRS-Viruslast im
Endometrium positiv mit der PRRS-Viruslast im fetalen Thymus und

fetalen Serum assoziiert ist.

7 Immunologie

Die Immunantwort auf eine PRRSV-Infektion ist gekennzeichnet durch ein
verspatetes Auftreten von neutralisierenden Antikdrpern (nAK) (LOPEZ
und OSORIO, 2004), eine kurze Phase der zellvermittelten Immunantwort
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(XIAO et al.,, 2004; MATEU und DIAZ, 2008) und eine verzogerte
Ausbildung des virusspezifischen Zytokins Interferon-gamma (IFN-y)
(MEIER et al., 2003). Die Bildung von nAK ist Teil der humoralen
Immunantwort. Die ersten nicht neutralisierenden Antikérper sind sieben
Tage post infectionem (p.i.) nachweisbar (NELSON et al., 1994). MEIER
et al. (2000), MEIER et al. (2003), YOON et al. (1994) sowie LOPEZ und
OSORIO (2004) weisen neutralisierende Antikdrper erst ab etwa vier
Wochen p.i. nach. NELSON et al. (1994) erbringen den Nachweis von
NAK bis zum 262. Tag p.i.. Die Rolle dieser nAK hinsichtlich der Kontrolle
einer PRRSV-Infektion wird kontrovers diskutiert (ZIMMERMAN et al.,
2012). YOON et al. (1996) und OSORIO et al. (2002) zeigen, dass durch
eine passive Immunisierung mit nAK eine Viramie verhindert werden kann.
Weiterhin wird durch eine Ubertragung von nAK auf tragende Sauen eine
sterile Immunitat erreicht, welche wiederum die PRRSV-bedingten
Reproduktionsstérungen vollstandig unterbindet (OSORIO et al., 2002).
Wenn es zum Verlust der maternalen Antikérper kommt, tritt PRRSV bei
Absetzferkeln klinisch in Erscheinung (CHUNG et al., 1997). Die Titerhohe
der nAK bei den Muttersauen bestimmt wiederum in welcher Menge
maternale Antikbrper von den Muttersauen gebildet werden (CHUNG et
al., 1997).

Die Wirksamkeit von attenuierten PRRSV-Lebendvakzinen wurde in
zahlreichen Studien bewiesen (FOSS et al., 2002; MENGELING et al.,
2003a; CHARERNTANTANAKUL et al., 2006). Der Schutz dieser Vakzine
wird hauptséchlich Gber die Bildung von nAK vermittelt (ZINKERNAGEL et
al., 2001). Dem widersprechend zeigen BILODEAU et al. (1994), dass
spezifische Antikdrper sowie Virus Uber mehrere Wochen koexistieren
kénnen. Verschiedene Studien zeigen zudem, dass oftmals die PRRS-
Viramiephase schon vor dem Auftreten von nAK beendet ist (NELSON et
al., 1994; MATEU und DIAZ, 2008). Ein durch nAK vermittelter Schutz
gegen eine PRRSV-Infektion ist also nicht zwangslaufig gegeben
(NELSON et al., 1994). Ein Erklarungsansatz fur die Inneffizienz dieser
nAK ist die Bildung von Escape-Mutanten (ROWLAND et al., 1999), diese
entziehen sich durch antigene Selektion der Immunantwort (TRUYEN,

2011). Diese Theorie kann allerdings weder experimentell noch in



Il Literaturiibersicht 17

Feldstudien bewiesen werden (ROWLAND et al., 1999; STORGAARD et
al., 1999; CHANG et al, 2002). Auch das Phénomen der
infektionsverstarkenden  Antikérper (ADE = antibody dependent
enhancement) steht im Verdacht, die PRRSV-Infektion der
Alveolarmakrophagen zu steigern und somit auch die Dauer der Virdmie
zu erhdhen (YOON et al., 1996; YOON et al., 1997; TIRADO und YOON,
2003). SHIBATA et al. (1998) zeigen, dass die PRRSV-Viramiephase bei
Ferkeln mit maternalen Antikdrpern im Vergleich zu spezifisch pathogen
freien (SPF)-Ferkeln ohne maternale Antikorper verlangert ist. Diese
verlangerte Dauer der Viramie unterstltzt die Hypothese, dass eine
PRRSV-Infektion von ADE beeinflusst wird (SHIBATA et al., 1998).
MURTAUGH und GENZOW (2011) sehen die Relevanz, die ADE bei einer
PRRSV-Infektion spielt, als fragwirdig an da es keine gesicherten
Berichte dartber gibt, dass es durch eine Impfung mit modifizierten
attenuierten Lebendvakzinen (MLV) zu schwerer verlaufenden PRRS

Ausbrichen gekommen ist.

Die zellular vermittelte Immunantwort (CMI = Cell-mediated immunity) ist
wie die humorale Immunantwort ebenfalls Teil der adaptiven
Immunantwort und spielt eine grof3e Rolle bei der PRRSV-Infektion
(MATEU und DIAZ, 2008). Das von den T-Helferzellen sezernierte Zytokin
IFN-y ist hierbei von zentraler Bedeutung (LOPEZ FUERTES et al., 1999;
DIAZ et al., 2006). IFN-y hat neben seiner immunmodulatorischen auch
eine antivirale Wirkung (ALBER et al., 2011). MEIER et al. (2003) zeigen,
dass sich PRRSV-spezifische IFN-y-produzierende Zellen erst in der
dritten Woche post vakzinationem detektieren lassen. DIAZ et al. (2005)
und DIAZ et al. (2006) kommen nach Vakzination mit europaischen
Stammen zu &hnlichen Ergebnissen. Dieser untubliche Verlauf der
adaptiven Immunantwort auf eine PRRSV-Infektion stitzt die Vermutung,
dass das PRRS-Virus die Immunreaktion auf die Infektion stark beeinflusst
(MATEU und DIAZ, 2008). Vergleicht man die IFN-y-Gehalte in
Schweinelungen bei verschiedenen Infektionskrankheiten, so ist aufféllig,
dass die IFN-y-Gehalte bei einer PRRSV-Infektion im Vergleich zu den
IFN-y-Gehalten bei Infektionen mit Porcinen Coronaviren oder

Schweineinfluenzaviren am niedrigsten sind (VAN REETH et al., 1999).
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Der exakte Mechanismus mit dem das PRRSV die IFN-y-Produktion
hemmt ist unklar (LEE und KLEIBOEKER, 2005), jedoch unterscheiden
sich die verschiedenen PRRSV-Isolate in ihrer Fahigkeit die IFN-y-
Produktion zu hemmen (LEE et al., 2004).

8 Diagnostik

8.1 Direkter Erregernachweis

Das PRRS-Virus lasst sich durch die In-situ-Hybridisierung
(LAROCHELLE et al., 1996; SUR et al., 1996), die Immunhistochemie
(MAGAR et al., 1993; HALBUR et al., 1995; ROSSOW et al., 1996), den
direkten Immunfluoreszenztest (BENFIELD et al., 1992), die Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettereaktion (RT-PCR) (MARDASSI et al.,
1994; OLEKSIEWICZ et al., 1998), die real-time-RT-PCR (EGLI et al.,
2001; CHUNG et al., 2005; BALKA et al., 2009) und durch Anzucht in
Zellkulturen (KIM et al., 1993) nachweisen. Die PCR-Testverfahren
zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aus und haben
sich daher als Standardverfahren beim direkten Erregernachweis etabliert
(BENSON et al., 2002; HORTER et al., 2002; GROSSE BEILAGE et al.,
2013). Mittlerweile haben sich die real-time-RT-PCR Verfahren wie die
TagMan™ PCR gegeniber den konventionellen PCR-Verfahren
durchgesetzt, da diese zuverlassiger und zeitsparender sind (EGLI et al.,
2001). Ebenso kann mit diesem Verfahren die Gefahr der
Kreuzkontamination reduziert werden (EGLI et al., 2001). Der direkte
Erregernachweis mittels PCR gelingt sowohl aus Organmaterialien
(Lunge, Lymphknoten), als auch aus Flussigkeiten (Bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit, Serum, Fleischsaft, Speichel, Sperma) (GROSSE
BEILAGE et al., 2013).

8.2 Indirekter Erregernachweis
Fir den serologischen Nachweis von PRRSV-Antikérpern stehen folgende

Testverfahren zur Verfiigung:

Indirekter Immunfluoreszenztest (YOON et al., 1992), Immunperoxidase
Monolayer Assay (WENSVOORT et al.,, 1991; DREW et al., 1995),
Serumneutralisationstest (YOON et al., 1994) und der Enzyme-Linked
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Immunosorbent Assay (ELISA) (ALBINA et al., 1992; CHO et al., 1996;
FERRIN et al., 2004). Der kommerzielle ELISA (HerdChek® X3 PRRS
ELISA, IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, ME) hat sich aufgrund seiner
Automatisierbarkeit, Spezifitdat und Schnelligkeit als Standardverfahren in
der Routinediagnostik durchgesetzt (ZIMMERMAN et al., 2012). Die
Interpretation solcher ELISA-Ergebnisse ist jedoch mit einigen
Einschrankungen verbunden (ZIMMERMAN et al., 2012). Zwar kbnnen mit
diesem ELISA-Testverfahren sowohl Antikorper vom Genotyp 1 als auch
vom Genotyp 2 erfasst werden, eine Differenzierung zwischen diesen
beiden Genotypen ist jedoch nicht mdoglich (PLAGEMANN, 2006;
ZIMMERMAN et al., 2012). Durch Entwicklung von tandem PRRS-ELISA
Verfahren ist die Differenzierung zwischen Antikérper vom Genotyp 1 und
Genotyp 2 inzwischen moglich (SEUBERLICH et al.,, 2002). Mit den
serologischen Testverfahren, die sich in der Routinediagnostik etabliert
haben, ist es nicht mdglich zwischen Impfantikorpern, maternal bedingten
Antikdrpern  und durch eine Feldvirusinfektion hervorgerufenen
Antikérpern zu unterscheiden (ZIMMERMAN et al., 2012). Bei PRRSV
kann bei mehrfacher Exposition mit einem homologen Erregerstamm eine
detektierbare Serokonversion ausbleiben, so dass diese Tiere im ELISA
negativ bleiben (MEIER et al., 2000; GROSSE BEILAGE et al., 2013).

9 Beka&mpfung

9.1 Vakzination

In Deutschland sind derzeit sieben Impfstoffe gegen das PRRS-Virus
zugelassen (Tabelle 1). Es wird zwischen modifizierten, attenuierten
Lebendvakzinen (MLV) und Totvakzinen unterschieden (HU und ZHANG,
2014). Totvakzine sind im Vergleich zu MLV-Vakzinen in ihrer Effektivitat
begrenzt (MENG, 2000; SCORTTI et al., 2007; ZUCKERMANN et al.,
2007; KIM et al., 2011; HU und ZHANG, 2014). Jedoch kdnnen sie in
bereits endemisch PRRSV-infizierten Herden einen gewissen Schutz
vermitteln (PAPATSIROS et al., 2006).

Laut ZUCKERMANN et al. (2007) kann durch MLV eine protektive
Immunitdt gegentber homologen PRRSV-Isolaten vermittelt werden.

Ebenso kann durch eine Vakzinierung mit MLV die Virussauscheidung
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reduziert werden (CANO et al., 2007a; CANO et al., 2007b; LINHARES et
al., 2012). SCORTTI et al. (2006b) zeigen, dass eine Sauenimpfung mit
MLV eine Virdmie verhindern kann und die Anzahl von totgeborenen
sowie in den ersten Lebenstagen verendeten Ferkeln reduziert wird. Die
Saugferkel die von MLV-vakzinierten Mittern geboren werden, haben ein
hoheres Geburtsgewicht und eine hohere Uberlebensrate bis zum
Absetzen (SCORTTI et al., 2006b). Eine Vakzination mit MLV flhrt ferner
bei PRRSV-infizierten Sauen zur einer Reduktion der Abort- und
Umrauschquote sowie zu einer Steigerung der Abferkelrate
(ALEXOPOULOS et al.,, 2005; PEJSAK und MARKOWSKA-DANIEL,
2006). Werden Aufzuchtferkel mit MLV vakziniert, wird dadurch die
Viramie vermindert und es kommt zur einer Reduzierung der PRRSV-
bedingten Atemwegserkrankungen, sowie zur einer Verbesserung der
Tageszunahmen (CHARERNTANTANAKUL et al., 2006; CANO et al.,
2007a; CANO et al., 2007b). Wéahrend eines akuten PRRS-Ausbruchs hilft
die MLV-Vakzinierung bei endemisch infizierten Schweinen die
Virusausscheidung und das Auftreten von respiratorischen Erkrankungen
zu reduzieren und fuhrt zu einer Erhéhung der Mastleistung (CANO et al.,
2007a; CANO et al., 2007b; KRITAS et al., 2007). MLV-Vakzine stellen in
der veterindrmedizinischen Praxis ein wichtiges Werkzeug dar, um
PRRSV-Infektionen auf der Herdenebene zu kontrollieren (PEJSAK und
MARKOWSKA-DANIEL, 2006).

Gegenuber heterologen Isolaten variiert jedoch der Schutz der durch eine
MLV-Vakzinierung vermittelt wird (MURTAUGH et al., 2002; LABARQUE
et al., 2004; DIAZ et al., 2006; CANO et al., 2007a; MARTELLI et al.,
2007; OKUDA et al., 2008; MARTELLI et al., 2009). Auch ist es mit keiner
der aktuell verfugbaren Vakzinen mdoglich, eine respiratorische Infektion,
eine diaplazentare Ubertragung, eine Ubertragung zwischen den
Schweinen wie auch eine Reinfektion vollstdndig zu unterbinden
(NODELIJK et al., 2001; LABARQUE et al., 2003b; KIMMAN et al., 2009).
BATNER et al. (1997), MADSEN et al. (1998), OLEKSIEWICZ et al.
(1998) und STORGAARD et al. (1999) zeigen, dass die urspringlich
apathogene MLV-Vakzine durch Replikation in vakzinierten Schweinen in

einen pathogenen Genotyp revertieren kann.
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In Deutschland zugelassene PRRS-Impfstoffe (Stand

Tabelle 1
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9.2 Sanierung

Eine erfolgreiche Elimination von PRRSV auf Herdenebene kann durch
ein frihes Absetzen der Saugferkel und einer anschlie3enden getrennten
Aufzucht (Segreated Early Weaning) erreicht werden, da damit die
PRRSV-Infektionsketten unterbrochen werden (RAJIC et al., 2001). Durch
eine komplette R&umung der Ferkelaufzucht (Nursery Depopulation) ist es
maoglich, PRRSV wirksam aus der Ferkelaufzucht und der Mast zu
eliminieren (DEE et al., 1993).

Die komplette Raumung des Bestandes mit darauffolgenden Einstallen
von PRRSV-negativen Schweinen (,Whole Herd Depopulation and
Repopulation®), stellt eine sehr effektive aber auch kostspielige Methode
der PRRSV-Sanierung dar (CORZO et al., 2010). Diese Methode ist fur
Betriebe eine Option, in denen verschiedene PRRSV-Stdmme zirkulieren
und in denen noch eine Vielzahl von anderen Erkrankungen im Bestand
vorkommen (CORZO et al., 2010; ZIMMERMAN et al., 2012).

Das sogenannte Test and Removal Verfahren basiert auf Untersuchungen
der gesamten Herde mittels ELISA und RT-PCR und anschlielender
Keulung der positiven Tiere (DEE und MOLITOR, 1998; DEE et al., 2001;
DEE, 2004). Im Anschluss wird ein serologisches Monitoring in vier
wadchigen Intervallen Uber einen Zeitraum von 12 Monaten durchgefihrt
(DEE et al.,, 2001; DEE, 2004). Um die wirtschaftlichen Verluste bei
diesem Verfahren gering zu halten, beschreiben DEE et al. (2000) eine
niedrige Seropravalenz von unter 15 % als Voraussetzung fir die

Durchfihrbarkeit dieses Protokolls.

Das Herd Closure Verfahren basiert auf der Tatsache, dass PRRSV nicht
in einer immunen Herde persistieren kann (TORREMORELL et al., 2003;
MOLINA et al., 2008) und sieht zunachst eine SchlieBung des Bestandes
uber einen Zeitraum von mindestens sechs Monaten vor
(TORREMORELL et al., 2003; GROSSE BEILAGE et al., 2013). In dieser
Zeit werden weder Jungsauen noch Eber zur Remontierung zugekauft
(TORREMORELL et al., 2003; GROSSE BEILAGE et al., 2013). Dies hat
zur Folge, dass nur noch immune Tiere im Bestand sind und somit dem
PRRSV-Erreger die Replikationsgrundlage genommen wird (GROSSE
BEILAGE et al.,, 2013). Ist eine stabile Immunitatslage im Bestand
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geschaffen, beginnt die natlrliche oder forcierte Remontierung der
Altsauen. Diese werden dann durch PRRSV-freie Jungsauen ersetzt, die
dann auch als Indikatortiere fungieren (CORZO et al.,, 2010; GROSSE
BEILAGE et al., 2013). Vorteil bei diesem Verfahren sind die geringeren
Kosten und der geringere Aufwand etwa im Vergleich zum Test and
Removal Verfahren (GROSSE BEILAGE et al., 2013). Allerdings wird der
Bestand durch das langsamere Ausscheiden potentiell infizierter Altsauen
Uber einen langeren Zeitraum einem Infektionsrisiko ausgesetzt (GROSSE
BEILAGE et al.,, 2013) und es sollte nach Mdglichkeit eine raumliche
Trennung zwischen den verschiedenen Produktionszweigen
(Abferkelstalle, Ferkelaufzuchtstalle, Maststalle) vorliegen
(TORREMORELL et al., 2003).

Die Kombination aus Impfmafnahmen mit MLV-Vakzinen und einer in
eine Richtung verlaufenden Tierbewegung (Unidirectional pig flow), ist
ebenfalls als eine erfolgreiche Eliminationsmethode beschrieben (DEE
und PHILIPS, 1998). VOGLMAYR et al. (2006) kombinieren die
MalRnahmen der gezielten MLV-Vakzinierung mit dem Unidirectional pig
flow und dem Herd Closure Verfahren und konnen so in einem
geschlossenen Betrieb den PRRSV-Erreger eliminieren ohne dabei die

Produktion unterbrechen zu mussen.
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[l MATERIAL UND METHODEN

1 Zielsetzung

Ein Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, in den 15 untersuchten
Betrieben den im November 2012 beginnenden und bis zu 15 Wochen
andauernden PRRS-Ausbruch zu beschreiben. Hierzu wurden die Uber
einen Zeitraum von sechs Monaten (Dezember 2012 bis Juni 2013) auf
den untersuchten Betrieben erfassten Leistungsdaten ausgewertet.
Anhand dieser Leistungsdaten erfolgten eine Kategorisierung und ein
Vergleich mit dem PRRS-Status (PRRS-Nichtimpfbetrieb; PRRS-
Impfbetrieb) vor der PRRS-Ausbruchsphase.

Der auf den Betrieben erhobene Fragebogen diente als Grundlage fur die
Einteilung der Betriebe in Tiergesundheit-Score-Kategorien. Anhand
dieser Kategorien fand ein Vergleich der Betriebe hinsichtlich des PRRS-

Impfschemas nach der PRRS-Ausbruchsphase statt.

Ein weiteres Ziel der eigenen Untersuchungen stellte die Erhebung des
PRRS-Status etwa ein Jahr nach dem PRRS-Ausbruch bei Saugferkeln in
der Zeit kurz vor dem Absetzen (dritte bis vierte Lebenswoche), bei
Aufzuchtferkeln in der mittleren (flinfte bis neunte Lebenswoche) und der
letzten (achte bis 13. Lebenswoche) Aufzuchtphase dar. Zu diesem Zweck
wurde die PRRSV-Seropravalenz in der Ferkelaufzucht erhoben und eine
molekularbiologische Untersuchung auf PRRSV bei Saug- und
Aufzuchtferkeln durchgefuhrt. Die Detektion des aus einer suddeutschen
Eberstation stammenden wund fir den Ausbruch verantwortlichen
Feldisolats (Eberstation-PRRS-Feldisolat) stellte einen weiteren Punkt der
eigenen Untersuchungen dar. Hierzu wurden die nachgewiesenen
Stamme phylogenetisch kategorisiert. In den Betrieben in denen das
Eberstation-PRRS-Feldisolat detektiert werden konnte, erfolgte ein

Vergleich zu den erhobenen Tiergesundheit-Score-Kategorien.
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2 Untersuchte Betriebe

Insgesamt befanden sich 13 der 15 untersuchten Betriebe in Baden-
Wirttemberg und zwei in Bayern. Alle Betriebe bezogen ihr Sperma von
der in Sidddeutschland liegenden Eberstation. In den Betrieben wurde
wahrend der PRRS-Ausbruchsphase eine Sequenzierung durchgefuhrt.
Nach erfolgreicher Sequenzierung wurde eine Stammbaumanalyse
durchgefiihrt. Es wurden die PRRS-Impfmalinahmen vor Ausbruch, der
klinische Verlauf der PRRSV-Infektion und das PRRS-Impfschema in den
verschiedenen Betrieben wahrend und nach dem Ausbruch erfasst.

Bei den untersuchten Betrieben handelte es sich um zwei
Ferkelerzeugerbetriebe ohne angeschlossene Aufzucht
(=Babyferkelerzeuger), acht Ferkelerzeugerbetriebe mit angeschlossener
Aufzucht und funf geschlossene Betriebe. In den untersuchten
geschlossenen und Ferkelerzeugerbetrieben wurden zwischen 160 und
2000 Zuchtsauen gehalten. Die mittlere BetriebsgroRe betrug 499
Zuchtsauen (Tabelle 2).

Tabelle 2 BestandsgrofRe und Betriebsstruktur

Betriebe Betriebsstruktur BestandsgrofRe Sauen (n)
2 Ferkelerzeuger 2000
3 Ferkelerzeuger 680
6 Ferkelerzeuger 400
9 Ferkelerzeuger 200

10 Ferkelerzeuger 490
11 Ferkelerzeuger 280
13 Ferkelerzeuger 280
15 Ferkelerzeuger 255
7 Babyferkelerzeuger 420
14 Babyferkelerzeuger 235
1 geschlossen 250
4 geschlossen 180
5 geschlossen 450
8 geschlossen 1200
12 geschlossen 160
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3 Wahrend der PRRS-Ausbruchphase erhobene
Leistungsdaten

Die Uber einen Zeitraum von sechs Monaten (Dezember 2012 bis Juni
2013) erhobenen Leistungsdaten (Sauenverluste, Aborte, tot geborene
Ferkel, Saugferkelverluste, Aufzuchtferkelverluste) waren Teil der eigenen

Auswertung.

Zur Kategorisierung der Leistungsdaten wurden zunadchst auf
Betriebsebene die durchschnittlichen Verluste (Sauenverluste, Aborte, tot
geborene Ferkel, wahrend der Sédugephase verendete Ferkel, wahrend
der Aufzuchtphase verendete Ferkel) pro Sau ermittelt und anschliel3end
betriebsiibergreifend der Mittelwert fur alle ausgewerteten Leistungsdaten
erhoben. Von diesem Mittelwert ausgehend wurden die Leistungsdaten in
eine untere und eine obere Leitungskategorie eingeteilt. In Betrieb 9

wurden in der Ferkelaufzucht keine Leistungsdaten erhoben.

4  Fragebogen zur Ermittlung der

Tiergesundheits-Score-Kategorien

Die herdenspezifischen Daten der  Betriebe nach  dem
Ausbruchsgeschehen wurden vom Februar 2014 bis zum April 2014 durch
eine personliche Befragung anhand eines Fragebogens und durch eine
darauf folgende Bestandsbegehung ermittelt. Der von der American
Association of Swine Veterinarians, im Rahmen des Production Animal
Disease Risk Assessment Programs, erstellte Fragebogen (HOLTKAMP
et al., 2011) diente als Grundlage fur die Erstellung des eigenen

Fragebogens.

Um die auf den Betrieben erhobenen herdenspezifischen Daten zu
gewichten, wurden jeder Antwort aus dem Fragebogen Scorepunkte
zugeteilt. Ein  besonderes Augenmerk lag hierbei bei den
Betriebsmanagementfaktoren, auf den Zukaufsmodalitaten
(Jungsauenzukauf, Tiertransport) und den Quarantdnemal3nahmen. Unter
dem Punkt der baulichen Voraussetzungen war besonders der Punkt der
raumlichen Trennung der Sauenhaltung von der Ferkelaufzucht fir das

Scoring relevant. Unter dem Punkt Biosecurity waren die Reinigungs- und
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Desinfektionsmaflinahmen der Sauen- und der Ferkelaufzuchtstélle fur die
Auswertung von besonderer Relevanz. Die Betriebe ohne angeschlossene
Ferkelaufzuchtstélle erhielten bei den die Ferkelaufzucht betreffenden
herdenspezifischen Daten die maximal Zu erreichende

Scorepunktzahl (Tabelle 3).

Tabelle 3 Schema der Punkteverteilung des Fragebogenscores

Herdenspezifische Daten Punkte Punkte max
Jungsauen
Zukauf 2 ’
Eigenremontierer 0
Quaranténe = sechs Wochen
ja 2
nein 0 2
R&aumliche Trennung Sauen/Ferkel*
zusammen 0 5
getrennt 2
Entfernung nachster Betrieb
<0,5km 0
0,5-1km 0,25
>1 —3,3km 0,5 0.75
> 3,3 km 0,75
Entfernung Fernverkehrstrafl3e
<0,5km 0
0,5—-1km 0,25
>1 —3,3km 0,5 0.75
> 3,3 km 0,75
Tierkorperbeseitigung
Lagerplatz betriebsextern 0,5 05
Lagerplatz betriebsintern 0 ’
Futtermuihlenfahrzeug auf
Hofgelande
ja 0
nein 0,5 0.5
Tiertransport Schweine im
Fahrzeug
ja 0
nein 2 2
Zugang anderer Tierarten?
ja 0
nein 0,5 0.5
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Trennung rein/unrein
ja 2
nein 0 2
Rein-Raus-Duschen Pflicht
ja inkl. betriebseigene Personen 2
ja exkl. betriebseigene Personen 1 2
nein 0
StralRenkleidung im unreinen
Bereich
ja 1
nein 0 !
Vorkommen von Schadnagern
ja 0
nein 0,5 0.5
R+D Abferkelstélle
R+D 2
keine oder unregelm. R+D 0 2
nur Reinigung 1
R+D Aufzuchtstélle
R+D 2 5
keine oder unregelm. R+D 0
Gruppengrofie Sauen
< 20 Sauen 0,5 05
> 20 Sauen 0 ’
Gruppengrof3e FAZ
< 50 Ferkel 0,5 05
> 50 Ferkel 0 '
Krankenabteil in FAZ
ja 1
nein 0 !
Gesamt max 22,5

'Raumliche Trennung der Sauen- und Ferkelaufzuchtstalle; °Zugang von Haustieren (z.B.

Hund, Katze)

5 Durchfihrung der Blutprobenentnahme

Etwa ein Jahr nach dem Ausbruchsgeschehen erfolgte an einem

einzelnen Besuchstermin die Blutprobenentnahme. Die Probengewinnung

begann im Februar 2014 und endete im April 2014. Es wurden pro Betrieb

insgesamt 30 Saugferkel von zehn Sauen (drei Saugferkel pro Wurf) in

der dritten bis vierten Lebenswoche beprobt. Ebenso wurde in den

Betrieben mit Ferkelaufzucht Blutproben von jeweils zehn Tieren aus der
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mittleren (funfte bis neunte Lebenswoche) und zehn Tieren aus der letzten

Aufzuchtphase (achte bis 13. Lebenswoche) entnommen.

Die Blutentnahme bei den Saugferkeln erfolgte durch Punktion der Vena
cava cranialis, auf der rechten Korperseite. Hierzu fixierte eine Hilfsperson
die Saugferkel in Rickenlage. Bei den verwendeten Kanilen handelte es
sich um 0,8 x 40 mm groRe Einmalkaniilen (Sterican® Fa. Braun Medical

AG, Sempach, Schweiz).

Die Tiere aus der mittleren Aufzuchtphase wurden ebenfalls durch eine
Hilfsperson in Ruckenlage fixiert und durch Punktion der rechten Vena
jugularis externa Blut entnommen. Die Tiere der letzten Aufzuchtphase
wurden mit einer Oberkieferschlinge fixiert. Bei diesen Tieren diente
ebenfalls die rechte Vena jugularis externa der Blutgewinnung. Bei Tieren
in der mittleren und letzten Aufzuchtphase wurden zur Blutgewinnung 1,1
X 50 mm groBe Einmalkaniilen (Sterican® Fa. Braun Medical AG,
Sempach, Schweiz) verwendet. Bei den zur Verwendung gekommenen
Serummonovetten handelte es sich um 10 ml Primavetten® V (KABE
Labortechnik GmbH, Numbrecht-Elsenroth).

5.1 Bearbeitung und Asservierung der Blutproben

Die Bearbeitung der gewonnenen Blutproben erfolgte im hamatologischen
Labor der Klinik fir Schweine der Ludwigs-Maximilians-Universitat (LMU)
Minchen. Zur Serumgewinnung wurden die Blutproben fir zehn Minuten
bei 3.000 U/min in eine Hettich® Rotanta 460R Zentrifuge (Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen) zentrifugiert. Im Anschluss wurde das
gewonnene Serum durch Verwendung einer 1.000 pl Pipette in zwei 1,5
ml Eppendorf Safe-Lock Tubes (Eppendorf AG, Hamburg) tberfiihrt. Bei
den Serumproben der Saugferkel wurde pro Betrieb jeder Wurf mit einer
200 pl Pipette in einen Pool zusammengefasst (10 Poolproben a’ drei
Saugferkel). Die Poolproben der Aufzuchttiere bestanden aus
Serumproben von zehn Tieren aus der mittleren und zehn Tieren aus der
letzten Aufzuchtphase. Diese wurden ebenfalls mit einer 200 ul Pipette
jeweils in zwei Poolproben a’ funf Tiere in 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock
Tubes (Eppendorf AG, Hamburg) dberfihrt. Bis zur weiteren
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serologischen und molekularbiologischen Untersuchung wurden die

Proben bei -22°C tiefgefroren.

6 Laboruntersuchungen

6.1 Direkter PRRSV-Nachweis

Der Nachweis spezifischer PRRSV-Genomfragmente in den Serum-
Poolproben erfolgte mithilfe des real-time-RT-PCR Verfahrens am
Lehrstuhl far Virologie des Instituts fir Infektionskrankheiten und
Zoonosen der LMU Minchen. Bei positivem Befund wurden die
Poolproben aufgeltst und durch ein erneutes real-time-RT-PCR Verfahren
wurden die PCR-positiven Einzelproben ermittelt. Ab einem CT-Wert von =
40 wurde das Ergebnis als fraglich definiert. Alle CT-Werte < 40 wurden
als positiv definiert.

Die am Lehrstuhl fur Virologie des Instituts fur Infektionskrankheiten und
Zoonosen der LMU Muinchen verwendete real-time-RT-PCR basiert auf
dem Protokoll nach KLEIBOEKER et al. (2005). Bei diesem PCR
Verfahren handelt es sich um eine real-time (TagMan) Reverse
Transkriptase (RT)-PCR. Diese ermdglicht die multiplex Detektion sowie
die Differenzierung und Quantifizierung von Genotyp 1 und Genotyp 2
PRRSV-Isolaten (KLEIBOEKER et al., 2005). Die Virusextraktion erfolgte
nach Herstellerangaben mit dem kommerziell erhaltlichen High Pure Viral
Testkit (F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz). Der Pipetierroboter
Microlab® Star-®' (Hamilton Life Sience Robotics GmbH, Martinsried,
Deutschland) ubernahm dabei die Schritte der Aufreinigung und der
Extraktion der Virus-RNA. Fur die Amplifizierung der extrahierten Virus-
RNA wurde das virotype® PRRSV real-time-RT-PCR-Testkit (Qiagen,
Hilden) verwendet. Mit dieser Amplifikationsmethode ist es mdglich
zwischen Genotyp 1 und Genotyp 2 Isolaten zu differenzieren. Die Primer
(Tabelle 4) und TagMan-Sonden (Tabelle 5) dieses PCR Verfahrens
basieren auf den hochkonservierten Nukleotidsequenzen der ORF7. Die
Primer amplifizieren dabei bei PRRSV Genotyp 1 ein Fragment von 77
Basenpaaren (bp) und bei PRRSV Genotypyp 2 ein Fragment von 114 bp.

Fir eine Quantifizierung und Differenzierung zwischen Genotyp 1 und
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Genotyp 2 sind die TagMan Sonden mit Fluoreszenzfarbstoff markiert (6
Fam fur Genotyp 1, HEX fur Genotyp 2). Je 5 ul Nukleinsaureextrakt
kamen zusammen mit 12,5 yl Mastermix, 3,25 ul RNase-freien Wasser, 2
ul EU-PRRSV-Mix, 2 pl US-PRRSV-Mix, 0,25 pl RT-Mix in den PCR-
Thermo-Cycler (Stratagene Mx 3000 P / Mx 3005 P, Agilent Technologies
Deutschland GmbH, Boblingen, Deutschland). Da sich RNA nicht direkt in
der PCR amplifizieren lasst, musste im PCR-Thermo-Cycler zunachst fur
30 Minuten bei 50 °C die Reverse Transkription erfolgen, um eine
komplementdre DNA zu erhalten. Darauffolgend fand fir 15 Minuten bei
95 °C die initiale Denaturierung (Polymeraseaktivierung) statt. Im
Anschluss begannen 42 Zyklen, die jeweils aus einer Denaturierung fur 30
Sekunden bei 94 °C, einem Annealing (=Primer Anlagerung) und einer

Elongation (Synthese) fir 60 Sekunden bei 60 °C bestanden.

Tabelle 4 Primer nach KLEIBOEKER et al. (2005), die fett markierten
Nukleotide weichen von den publizierten Sequenzfragmenten ab

NA-PRRSV Vorwartsprimer 1 5-ATG ATG RGC TGG CAT TCT-3
Vorwartsprimer 2 5-ATR ATG RGC TGG CAT TCC-3'
Rickwartsprimer 5-ACA CGG TCG CCC TAATTG-3
EU-PRRSV Vorwartsprimer 5-GCA CCA CCT CAC CCR RAC-Z
Ruckwartsprimer 5-CAG TTC CTG CRC CYT GAT- 3

Tabelle 5 TagMan Sonden nach KLEIBOEKER et al. (2005), die fett
makierten Nukleotide weichen von den publizierten
Sequenzfragmenten ab

Sonde Fluorophor | Sequenzfragmente Quencher
NA- 5-HEX- TGTGGTGAATGGCACTGATTGACA | -BHQ2-3
PRRSV

EU- 5'-6-FAM- CCTCTGYYTGCAATCGATCCAGAC | -BHQ1-3
PRRSV

6.2 Sequenzierung
Die Auswahl der geeigneten Proben flr eine Sequenzierung erfolgte
anhand der H6he der CT-Werte. Pro Betrieb und Altersstufe (Saugferkel,
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Aufzuchttiere) wurden die Proben mit den niedrigsten CT-Werten flr eine
Sequenzierung gewahlt, da bei diesen die vermutlich hochste Viruslast zu
finden war. Die Sequenzierungsanalyse ubernahm der externe
Dienstleister IVD GmbH (Gesellschaft fur innovative Veterinardiagnostik,
Hannover). Dort erfolgte die Interpretation Nukleotidsequenzanalyse,
inklusive des Alignments der Referenzstamme mit dessen jeweiligen
Genotyp. Fur eine Sequenzierung wurden Teilabschnitte des ORF5-Gens
herangezogen. Ab einer Sequenzidentitat im Teilabschnitt des ORF5 von
< 98 % zu der EU-Referenzsequenz Lelystad und der NA-

Referenzsequenz VR-2332 wurde das Isolat als Feldstamm definiert.

6.3 Sequenzvergleiche

An der Veterinarmedizinischen Universitat Wien erfolgte ein
phylogenetischer Vergleich in einem Teilabschnitt des ORF5 (606 bp). Als
Referenzsequenzen dienten der europaische Impfstamm (DV), die EU-
Referenzsequenz Lelystad, der nordamerikanische Impfstamm (ATCC VR
2332) sowie das Eberstation-PRRS-Feldisolat.

6.4 Indirekter PRRSV-Nachweis

Die Untersuchung auf PRRSV spezifische Antikérper fand im
hamatologischen Labor der Klinik fir Schweine der LMU Minchen statt.
Pro Betrieb wurden zehn Serumproben aus der mittleren und zehn
Serumproben aus der letzten Ferkelaufzuchtphase serologisch untersucht.
Zum Einsatz kam hierbei das indirekte ELISA Testverfahren IDEXX PRRS
X3 (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook, Maine, USA). Dieser
Enzymimmunoassay dient dem Nachweis von IgG-Antikdrpern gegen das
PRRS-Virus. Dieses Testkit kann sowohl fir Serum als auch fur
Plasmaproben von Schweinen verwendet werden. Die Mikrotiterplatte ist
dabei in den Vertiefungen mit rekombinanten PRRSV-Antigen beschichtet.
Wenn in den Serum- oder Plasmaproben spezifische PRRSV-Antikdrper
vorhanden sind, bilden diese wahrend der Inkubation einen Komplex mit
dem beschichteten Virusantigen. Durch mehrere Waschvorgange wird das
ungebundene Material aus den Vertiefungen ausgewaschen. Im néchsten
Schritt wird 100 pl des Konjugats (Anti-Schwein-lgG-

Meerrettichperoxidase) in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte



11l Material und Methoden 33

hinzugegeben, dieses Konjugat verbindet sich nun mit den gebundenen
Antikérpern. Durch erneute Waschvorgange wird das nicht gebundene
Konjugat entfernt. Im letzten Schritt wird in jede Vertiefung der
Mikrotiterplatte 100 pl des Substrates Tetramethylbenzidin hinzugegeben.
Dieses wird nun von dem an dem Anti-Schwein-lgG gebundenen Marker-
Enzym (= Meerrettichperoxidase) in einen photometrisch bestimmbaren
Farbstoff umgewandelt. Diese Farbentwicklung ist proportional zur
gebundenen  Anti-PRRSV  Antikorpermenge. Die Messung der
Extinktionswerte (= optische Dichte) der Proben und der Kontrollen erfolgt
bei einer Wellenlange von 650 nm. Fir die Interpretation der Ergebnisse
wurde das P/PK-Verhéltnis (Verhéltnis Probe/Positive Kontrolle) ermittelt.

P - NK (MW)
PK (MW) - NK (MW)

P/PK=

PK = Positivkontrolle NK = Negativkontrolle P = Probe MW = Mittelwert

Damit in diesem Testverfahren ein positiver PRRSV-Antikérpernachweis
vorliegt muss das P/PK-Verhaltnis = 0,40 (= Cut-off Wert) betragen.

Zur Validierung des Testverfahrens, muss der Mittelwert der beiden
Negativkontrollen eine Extinktion von < 0,150 aufweisen. Zusatzlich
mussen die Mittelwerte der beiden Positivkontrollen subtrahiert von den
Mittelwerten, der beiden Negativkontrollen, eine optische Dichte von

= 0,150 aufweisen.

Fir die Durchfiihrung dieses Enzymimmunoassays kam ein ThunderBolt®

Pipetierautomat (GoldStandard Diagnostics, Davis, CA, USA) zum

Einsatz.

6.5 Statistische Auswertung

Die statistische Datenauswertung wurde mit der Software IBM SPSS®
Statistics fur Microsoft Windows, Version 23.0 (IBM Corp., Armonk, USA)
durchgefuhrt. Die Diagrammerstellung erfolgte mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft Excel 2010; Fa. Microsoft,
Redmond, USA).

Fir alle durchgefuhrten Testverfahren lag das Signifikanzniveau bei 5 %
(p = kleiner als 0,05). Die Fragestellung war ob eine PRRS-Impfung bei
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einer Feldinfektion einen klinischen Schutz vermittelt. Die Nullhypothese
basierte auf der Annahme, dass kein Unterschied zwischen den vor der
PRRS-Ausbruchsphase PRRS-Nichtimpfbetrieben und den vor der PRRS-
Ausbruchsphase PRRS-Impfbetrieben bestand. Eine  weitere
Fragestellung war ob eine PRRS-Impfung die Feldviruspersistenz
verhindert. Die zweite Nullhypothese stitzte sich auf der Annahme, dass
keine Unterschiede hinsichtlich der Feldviruspersistenz, zwischen den
nach der PRRS-Ausbruchsphase PRRS-Sauen-impfenden und den

PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben bestanden.

Der Test auf Normalverteilung zwischen den Gruppen (PRRS-
Nichtimpfbetrieb; PRRS-Impfbetrieb) erfolgte mit Hilfe des Kolmogorov-
Smirnov-Tests. Die Variablen (Sauenverluste, Aborte, tot geborene Ferkel,
wahrend der Saugephase verendete Ferkel) waren normalverteilt und
wurden anhand des T-Testverfahrens zwischen den Gruppen (PRRS-
Nichtimpfbetrieb; PRRS-Impfbetrieb) verglichen. Die Variable (wéhrend
der Aufzuchtphase verendete Ferkel), war nicht normal verteilt. Anhand
des Mann-Whitney-U Testverfahrens erfolgte ein Vergleich dieser Daten in
Abhéangigkeit der Gruppen (PRRS-Nichtimpfbetrieb; PRRS-Impfbetrieb).

Auf Grundlage der betriebsindividuellen durchschnittlichen Leistungsdaten
wurde der betriebsubergreifende Mittelwert in Abhangigkeit zum PRRS-
Status vor der PRRS-Ausbruchsphase (PRRS-Nichtimpfbetrieb; PRRS-
Impfbetrieb) erhoben. Die mittleren Leistungsdaten dienten weiterhin der
Kategorisierung der untersuchten Betriebe. Anhand dieser erhobenen
Mittelwerte und Leistungskategorien wurde die Haufigkeitsverteilung
zwischen den vor der PRRS-Ausbruchsphase PRRS-Nichtimpfbetrieben
und den PRRS-Impfbetrieben ermittelt und mittels Chi-Quadrat-Tests
ausgewertet. Bei den Dbetriebsubergreifenden  Mittelwerten  der
Leistungsdaten erfolgte zudem die Angabe der Standardabweichung (= ).
Bei einer Stichprobengrdol3e unter funf wurde der exakte Test nach Fisher

verwendet.

Die qualitative Auswertung der molekularbiologischen und serologischen
Untersuchungsergebnisse wurde in Abhangigkeit der Gruppen (PRRS-

Sauen-impfende und PRRS-Sauen+Ferkel-impfende Betriebe) mit Hilfe
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des Chi-Quadrat-Tests ermittelt. Zusatzlich erfolgte bei diesen
Kreuztabellen eine Chancenberechnung (Odds Ratio).

Die molekularbiologischen Ergebnisse (CT-Werte) der Gruppen PRRS-
Feldisolate und PRRS-Impfstamme waren normalverteilt und wurden mit
Hilfe des T-Testverfahrens miteinander verglichen. Bei der Angabe der
Mittelwerte wurde zudem die Standardabweichung (+) sowie der Minimal-
und Maximalwert angegeben.

Auf Grundlage des erhobenen Tiergesundheit-Scores wurde der
betriebsubergreifende Medianwert errechnet. Anhand dieses Medianwerts
erfolgte die Einteilung der Betriebe in eine Tiergesundheit-Score-Kategorie
1 = hoher Gesundheitsstatus/gute Betriebshygiene und in eine
Tiergesundheit-Score-Kategorie 0 = niedriger

Gesundheitsstatus/schlechte Betriebshygiene.
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|V ERGEBNISSE

1 Nachweis des Eberstation-PRRS-Feldisolats wahrend
der PRRS-Ausbruchsphase

In 13 der 15 untersuchten Betriebe konnte das aus der suddeutschen
Eberstation stammende Eberstation-PRRS-Feldisolat entweder im
Abortmaterial oder im Serum mittels Sequenzanalyse und nachfolgender
phylogenetischer Kategorisierung nachgewiesen werden (Tabelle 6).
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Tabelle 6 Nachweis des Eberstation-PRRS-Feldisolats wahrend der

PRRS-Ausbruchsphase
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2 Aufteilung der Betriebe entsprechend des PRRS-
Status vor der PRRS-Ausbruchsphase

Vor der PRRS-Ausbruchsphase fihrten sieben der 15 untersuchten
Betriebe eine PRRS-Impfung mit der attenuierten Lebendvakzine Porcilis®
PRRS (Intervet Deutschland GmbH, UnterschleiRheim) durch. Funf
Betriebe impften ihre Sauen terminorientiert (alle vier Monate) und zwei
Betriebe impften ihre Sauen reproduktionsorientiert gegen PRRS(= PRRS-
Impfbetriebe). Die restlichen acht Betriebe waren vorberichtlich vor dem
PRRS-Ausbruch PRRS-unverdachtig und fuhrten keine ImpfmalRinahmen
gegen PRRS durch (PRRS-Nichtimpfbetriebe) (Tabelle 7).

Tabelle 7 PRRS-Status vor Ausbruch

PRRS-Status vor der

Ausbruchsphase Betriebe Gesamt (n)
PRRS-Nichtimpfbetrieb 4,5,6,8,9,6 12, 14,15 8
terminorientierte
Sauenimpfung 1,3,7,11, 13 5

(= PRRS-Impfbetriebe)
reproduktionsorientierte
Sauenimpfung 2,10 2
(= PRRS-Impfbetriebe)

3 Die PRRS-Ausbruchsphase

Vom 19. bis zum 27. November 2012 erfolgten in den untersuchten
Betrieben die ersten Besamungen mit dem PRRSV-infiziertem Sperma
aus der suddeutschen Eberstation. Erste PRRSV-typische klinische
Anzeichen traten vom 23. November bis zum 11. Dezember 2012 in den
untersuchten Betrieben auf. Ab dem 9. bis zum 22. Dezember 2012 kam
es auf den 15 untersuchten Betrieben zu den ersten Aborten. Es wurden
bis zu 15 Wochen lang andauernde klinische Verlaufe beobachtet. Sowohl
bei den Betrieben die vor der PRRS-Ausbruchsphase nicht gegen PRRS
impften als auch bei den PRRS-Impfbetrieben konnten PRRSV-typische

klinische Anzeichen beobachtet werden. Bei den Sauen aul3erte sich eine
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PRRSV-Infektion haufig durch hohes Fieber (bis 42 °C) und Anorexie.
Weiterhin konnten PRRSV-typische reproduktive Stdrungen in Form einer
erhbhten Spatabort- und einer erhohten Umrauschrate beobachtet
werden. Die neugeborenen Ferkel waren vermehrt lebensschwach. Des
Weiteren kam es zu einem gehauften Auftreten von tot geborenen
Ferkeln. Bei den neugeborenen Ferkeln wurden vermehrt PRRSV-
typische Anzeichen wie Odeme im Bereich des Kopfes und aufgetriebene
Schéadeldecken beobachtet. In den Betrieben mit angeschlossener
Ferkelaufzucht und in den geschlossenen Betrieben traten in der
Ferkelaufzucht, beziehungsweise in der Ferkelaufzucht wie auch in der

Mast, PRRSV-induzierte Atemwegserkrankungen Klinisch in Erscheinung.

4  Leistungsdaten

4.1  Auswertung der Leistungsdaten zwischen den vor der PRRS-
Ausbruchsphase PRRS-Nichtimpfbetrieben und den PRRS-
Impfbetrieben

Es erfolgte ein Vergleich der erfassten Leistungsdaten (Sauenverluste,

Aborte, tot geborene Ferkel, wéhrend der Sdugephase und wahrend der

Aufzuchtphase verendete Ferkel), zwischen den Betrieben die vor

Ausbruch nicht gegen PRRS impften und den PRRS-Impfbetrieben. Diese

Leistungsdaten wurden dber einen Zeitraum von sechs Monaten

(Dezember 2012 bis Juni 2013) auf den untersuchten Betrieben erhoben.

Basierend auf den Daten der Tabelle 10 wurde der betriebstbergreifende
Mittelwert der erfassten Leistungsdaten zwischen den PRRS-
Nichtimpfbetrieben und den PRRS-Impfbetrieben verglichen. Des
Weiteren erfolgte zu jedem betriebsiubergreifenden Mittelwert der
einzelnen Leistungsdaten die Angabe der Standardabweichung (= *). Bei
den betriebsiibergreifenden Mittelwerten der tot geborenen Ferkel konnten
signifikante Unterschiede zwischen den PRRS-Nichtimpfbetrieben und
den PRRS-Impfbetrieben ermittelt werden. Die PRRS-Nichtimpfbetriebe
hatten einen signifikant (p = 0,001) hoéheren betriebstbergreifenden
Mittelwert der durchschnittlich tot geborenen Ferkel im Vergleich zu den
vor der PRRS-Ausbruchsphase bereits PRRS-impfenden Betrieben.
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Der betriebsibergreifende Mittelwert beziglich der wahrend der
Saugephase verendeten Ferkel war bei den vor der PRRSV-Infektion nicht
gegen PRRS-impfenden Betrieben signifikant (p = 0,003) hoéher im
Vergleich zu den Betrieben die vor der PRRS-Ausbruchsphase bereits
gegen PRRS impften (Tabelle 8).
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Tabelle 8 Leistungsdaten der Betriebe
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4.2  Leistungskategorien

Die erhobenen Leistungsdaten wurden kategorisiert und zwischen den
Betrieben die vor der PRRS-Ausbruchsphase bereits gegen PRRS
impften (Betriebe 1, 2, 3, 7, 10, 11, 13) und den Betrieben (Betriebe 4, 5,
6, 8, 9, 12, 14, 15) die keine ImpfmalRnahmen gegen PRRS durchfiihrten
verglichen. Betrieb 15 fiel in die Sauenverlustkategorie von unter einem
Prozent, die restlichen sieben Betriebe (Betriebe 4, 5, 6, 8, 9, 12, 14)
fielen in die Sauenverlustkategorie von tber bzw. gleich einem Prozent.
Von den sieben Betrieben die vor Ausbruch gegen PRRS impften, waren
vier Betriebe (Betriebe 2, 3, 10, 11) in der Sauenverlustkategorie von unter
einem Prozent und drei Betriebe (Betriecbe 1, 7, 13) in der

Sauenverlustkategorie von uber bzw. gleich einem Prozent (Tabelle 9).

Von den acht Betrieben die vor der PRRS-Ausbruchsphase nicht gegen
PRRS impften fielen funf Betriebe (Betriebe 4, 6, 12, 14, 15) in die
Abortkategorie von unter sieben Prozent und drei Betriebe (Betriebe 5, 8,
9) in die Abortkategorie von Uber bzw. gleich sieben Prozent. Von den
sieben Betrieben die vor dem PRRS-Ausbruch gegen PRRS impften
befanden sich vier Betriebe (Betriebe 2, 3, 10, 11) in der Abortkategorie
von unter sieben Prozent und drei Betriebe (Betriebe 1, 7, 13) in der

Abortkategorie von Uber bzw. gleich sieben Prozent (Tabelle 9).

Zwei der acht Betriebe (Betriebe 6, 12), die vor der PRRS-
Ausbruchsphase nicht gegen PRRS impften waren in der Kategorie von
unter 1,5 tot geborenen Ferkeln pro Sau und sechs Betriebe (Betriebe 4,
5, 8, 9, 14, 15) in der Kategorie von Uber bzw. gleich 1,5 tot geborenen
Ferkeln pro Sau. Alle Betriebe (Betriebe 1, 2, 3, 7, 10, 11, 13) die vor der
PRRS Ausbruchsphase die Sauen gegen PRRS impften waren in der
Kategorie von unter 1,5 tot geborenen Ferkeln pro Sau. Die Betriebe, die
schon vor dem PRRS-Ausbruch ihre Sauen gegen PRRS impften, fielen
signifikant (p = 0,007) haufiger in die Kategorie von unter 1,5 tot
geborenen Ferkeln pro Sau (Tabelle 9).

Von den acht Betrieben die vor der PRRS-Ausbruchsphase keine PRRS-
Impfung durchfuhrten befand sich ein Betrieb (Betrieb 8) in der Kategorie
von weniger als 0,6 Saugferkelverlusten pro Sau und sieben Betriebe
(Betriebe 4, 5, 6, 9, 12, 14, 15) in der Kategorie von uUber bzw. gleich 0,6
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Saugferkelverlusten pro Sau. Von den sieben Betrieben die vor dem
PRRS-Ausbruch gegen PRRS impften befanden sich sechs Betriebe
(Betriebe 1, 2, 3, 7, 10, 11) in der Kategorie von unter 0,6
Saugferkelverlusten pro Sau und ein Betrieb (Betrieb 13) in der Kategorie
von Uber bzw. gleich 0,6 Saugferkelverlusten pro Sau. Die Betriebe die vor
dem PRRS-Ausbruch ihre Sauen gegen PRRS vakzinierten, fielen
signifikant (p = 0,010) haufiger in die Kategorie von unter 0,6
Saugferkelverlusten pro Sau (Tabelle 9).

Zwei (Betriebe 7 und 14) der 15 untersuchten Ferkelerzeuger besal3en
keine Ferkelaufzuchtstélle. Bei einem Betrieb (Betrieb 9) wurden keine
Daten uber die Verluste wahrend der Aufzuchtphase erhoben. Von den
sechs Betrieben die vor dem PRRS-Ausbruch nicht gegen PRRS impften,
hatten vier Betriebe (Betriebe 4, 6, 12, 15) Uber bzw. gleich 0,4
Aufzuchtferkelverluste pro Sau und zwei Betriebe (Betriebe 5, 8) weniger
als 0,4 Verluste wahrend der Aufzuchtphase. Von den sechs vor der
PRRS-Ausbruchphase gegen PRRS-impfenden Betrieben fielen vier
Betriebe (Betriebe 2, 3, 10, 11) in die Kategorie von weniger als 0,4
Aufzuchtferkelverlusten pro Sau und zwei Betriebe (Betriebe 1, 13) in die
Kategorie von uber bzw. gleich 0,4 Aufzuchtferkelverlusten pro Sau
(Tabelle 9).
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Tabelle 9 Leistungskategorien
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4.3 Aufteilung der Betriebe entsprechend des PRRS-Status vor der
PRRS-Ausbruchsphase und dem PRRS-Impfschema nach der
PRRS-Ausbruchsphase

Drei (Betriebe 5, 8 und 15) der acht Betriebe (Betriebe 4, 5, 6, 8, 9, 12, 14,

15) die vor der PRRS-Ausbruchsphase keine Impfmalinahmen gegen

PRRS durchfiihrten, etablierten nach dem PRRS-Ausbruch eine Sauen-

Bestandsimpfung gegen PRRS. Die Betriebe 4, 6, 9 und 12 impften

zudem die Saugferkel in der zweiten Lebenswoche gegen PRRS. Betrieb

14 wurde nach dem Herd-Closure Verfahren saniert und fiihrte nach und

vor der PRRS-Ausbruchsphase keine ImpfmalRnahmen gegen PRRS

durch.

Von den sieben Betrieben (Betriebe 1, 2, 3, 7, 10, 11, 13) die bereits vor
der PRRS-Ausbruchsphase die Sauen gegen PRRS impften, behielten die
Betriebe 2, 3, 7 und 13 die Sauenimpfung gegen PRRS bei, die Betriebe
1, 10 und 11 fuhrten zudem noch die Saugferkelimpfung gegen PRRS in

der zweiten Lebenswoche ein.

4.4  Untersuchte Tiere bei der Beprobung ein Jahr nach der
Erstinfektion

Insgesamt wurden die Blutproben von 710 Ferkeln aus den 15 Betrieben
untersucht, 450 der Proben stammten von Saugferkeln, 130 der Proben
von Aufzuchtferkeln aus der mittleren Aufzuchtphase und 130 der Proben
von Aufzuchtferkeln aus der letzten Aufzuchtphase. Die Altersverteilung
auf den Betrieben schwankte je nach Lange der unterschiedlichen
Aufzuchtphasen. So befanden sich die Saugferkel in der dritten bis vierten
Lebenswoche, die Tiere aus der mittleren Aufzuchtphase waren zwischen
sechs und neun Wochen alt und die Tiere aus der letzten Aufzuchtphase
befanden sich in der achten bis 13. Lebenswoche. Es wurde auf
Betriebsebene darauf geachtet, dass zwischen den verschiedenen
Altersstufen drei Wochen lagen. Die Saugferkel waren im Durchschnitt 3,8
Wochen alt, die Aufzuchtferkel aus der mittleren Aufzuchtphase
durchschnittlich 7,5 Wochen und die Tiere aus der letzten Aufzuchtphase
durchschnittlich 10,5 Wochen alt.
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5 Serologische Untersuchungen ein Jahr nach der
PRRS-Ausbruchsphase

5.1 Anteil seropositiver Serumproben aufgeteilt nach
Aufzuchtphasen

Von den 260 untersuchten Serumproben waren 50,4 % (131/260) zum

Beprobungszeitraum  PRRSV-Antikbrper  positiv. Von den 131

seropositiven Proben stammten 37,4 % (49/131) aus der mittleren

Aufzuchtphase und 62,6 % (82/131) aus der letzten Aufzuchtphase

(Abbildung 1).

Anteil PRRSV-Antikdrper-positiver
Serumproben

100
90
80
70
60
50
40
30 +
20 -
10 -

62,6

Anteil (%) ELISA-positiver Proben

mittlere Aufzuchtphase letzte Aufzuchtphase

Abbildung 1 Anteil (n) der seropositiven Serumproben aufgeteilt
nach Aufzuchtphasen / mittlere Aufzuchtphase (n = 131); letzte
Aufzuchtphase (n = 131)

5.2  Seropositive Betriebe in Abhangigkeit vom Impfschema nach
der PRRS-Ausbruchsphase

In allen der 13 untersuchten Betriebe (Betrieb 7 und 14 waren

Ferkelerzeuger ohne angeschlossene Aufzucht) konnten in der

Ferkelaufzucht PRRSV-Antikérper positive Proben ermittelt werden.

Es konnte ein signifikanter (p < 0,001) Unterschied in der Anzahl der
seropositiven Proben der mittleren Aufzuchtphase zwischen den PRRS-



IV Ergebnisse a7

Sauen-impfenden und den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben,
festgestellt werden (Tabelle 10). Die Chance, dass die Serumproben bei
den PRRS-Sauen+tFerkel-impfenden Betrieben in der mittleren
Aufzuchtphase seropositiv. waren, war gegenuber den PRRS-Sauen-
impfenden Betrieben um das 11,4 fache erhéht (Odds Ratio fir
seropositive Serumproben aus der mittleren Aufzuchtphase: 11,36; KiI:
unterer: 4,51; oberer: 28,55).

Bei den seropositiven Proben der letzten Aufzuchtphase konnte ebenfalls
ein signifikanter (p = 0,006) Unterschied in der Anzahl der seropositiven
Proben zwischen den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben und den PRRS-
Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben ermittelt werden (Tabelle 10). Die
Chance, dass die Serumproben aus der letzten Aufzuchtphase seropositiv
waren, war bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben 2,9 fach
hoher, als bei den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben (Odds Ratio fur
seropositive Serumproben aus der letzten Aufzuchtphase: 2,89; KI:
unterer: 1,38; oberer: 6,04).

Bei den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben, konnte zwischen den
Serumproben aus der mittleren Aufzuchtphase und den Serumproben aus
der letzten Aufzuchtphase signifikant (p = < 0,001) mehr seropositive
Serumproben in der letzten Aufzuchtphase ermittelt werden (Tabelle 10).
Bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben, wurden keine
signifikanten Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung zwischen den
seropositiven Proben aus der mittleren- und aus der letzten
Aufzuchtphase ermittelt (Tabelle 10).
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Tabelle 10 PRRSV-ELISA-Ergebnisse von Aufzuchtferkeln bei PRRS-
Sauen-impfenden und PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben

Zeitraum zwischen Impfung
Impfschema | Betrieb m-A. I-A. und Probennahme
Sauen Tage
2 2/10 6/10 25
3 1/10 1/10 64
5 0/10 4/10 111
Sauen 8 2/10 9/10 22
13 2/10 1/10 110
15 0/10 9/10 71
Gesamt | 7/60 (11,7 %) 30/60 (50,0 %)
(n=120) (€) (c)
Sauen m-A. I-A.
Tage Wochen | Wochen
1 5/10 6/10 77 5 8
4 10/10 10/10 47 6 9
6 7/10 10/10 133 7 10
Sauen 9 1/10 10/10 22 5 8
+ 10 4/10 4/10 86 5 8
Ferkel 11 6/10 3/10 97 5 8
12 9/10 9/10 7 5 8
Gesamt | 42/70 (60,0 %) | 52/70 (74,3 %) | Signifikanzen
(n =140) (b) (d) a, b: p=<0,001
¢, d: p=0,006
a, c: p=<0,001
¢, d:p=0,072

6 Molekularbiologische Untersuchungen ein Jahr nach
der PRRS-Ausbruchsphase

6.1 PCR-positive Serumproben

Von den 710 untersuchten Serumproben waren 8,0 % (57/710) zum
Beprobungszeitraum in der real-time-RT-PCR PRRSV-positiv. Von den 57
PCR-positiven Proben stammten 5,6 % (25/450) von Saugferkeln, 6,9 %
(9/130) von Ferkeln aus der mittleren Aufzuchtphase und 17,7 % (23/130)
von Ferkeln aus der letzten Aufzuchtphase (Abbildung 2). In flnf
Betriecben (Betriebe 1, 6, 8, 9, 12) konnten in allen untersuchten
Altersstufen PRRSV-Genomfragmente im Serum nachgewiesen werden.
Im Betrieb 10 waren lediglich die Saugferkelserumproben
molekularbiologisch PRRSV-positiv. In drei Betrieben (Betriebe 2, 5, 13)
war das Serum von Ferkeln aus der letzten Aufzuchtphase in der real-
time-RT-PCR PRRSV-positiv. In zwei Betrieben (Betriebe 11, 15) konnten
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sowohl in der mittleren als auch in der letzten Aufzuchtphase PRRSV-
Genomfragmente in den Serumproben nachgewiesen werden. In den
Betrieben 3 und 4 konnten in keiner Altersstufe PRRSV-Genomfragmente
im Serum nachgewiesen werden. Die Saugferkelserumproben von den
Betrieben ohne angeschlossene Ferkelaufzucht (Betriebe 7, 14) waren in
der real-time-RT-PCR PRRSV-negativ (Tabelle 11).

Anteil PRRSV-PCR-positiver Serumproben
- 100
()
; 90
é 80
T 70
8 c 60
U>') 2 s0
@]
% i 40
o 30
S 2 17,7
— 5,6 6,9
= 10
Saugferkel mittlere Aufzuchtphase letzte Aufzuchtphase

Abbildung 2 Anteil der real-time-RT-PCR-positiven Serumproben aus
den verschiedenen Altersstufen / Saugferkel (n = 450); mittlere
Aufzuchtphase (n = 130); letzte Aufzuchtphase (n = 130)

Tabelle 11 Real-time-RT-PCR PRRSV-positive Serumproben

Betriebe 112|3|4|5|6|7|8]9(10/11|12|13|14 |15
Saugferkel |+ | 2| - | - | - |+ | - |+ |+ |+ | -|+]-]-1]-
m-A. + - - - - + + | + - + | + - +
I-A. + | + | - -+ |+ + |+ | - |+ |+ |+ +

Yin der PCR PRRSV-positiv; %in der PCR PRRSV-negativ

6.2 PCR-positive Betriebe in Abhangigkeit vom PRRS-Impfschema
nach der PRRS-Ausbruchsphase

Bei den Saugferkelserumproben konnten signifikante (p = 0,012)

Unterschiede in der Anzahl der in der real-time-RT-PCR PRRSV-positiven

Serumproben zwischen den PRRS-Sauen-impfenden und den PRRS-
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Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben ermittelt werden. In  PRRS-
Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben ist die Chance gegeniiber PRRS-
Sauen-impfenden Betrieben um das 3,4 fache erhoht, dass PRRSV-
spezifische Genomfragmente im Serum von Saugferkeln nachgewiesen
werden konnten (Odds Ration far PRRSV-PCR-positive

Saugferkelserumproben: 3,40; KI: unterer: 1,3; oberer 8,6).

In den beiden anderen Altersstufen (mittlere Aufzuchtphase, letzte
Aufzuchtphase) konnten keine signifikante Unterschiede in der Anzahl der
PCR positiven Serumproben zwischen den PRRS-Sauen-impfenden und
den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben ermittelt werden (Tabelle
12).

In der letzten Aufzuchtphase konnten im Vergleich zu den
Saugferkelserumproben (p = < 0,001) und den Serumproben aus der
mittleren Aufzuchtphase (p = 0,016) bei den PRRS-Sauen-impfenden
Betrieben signifikant mehr EU-Stamm-positive Serumproben in der real-
time-RT-PCR ermittelt werden. Zwischen den molekularbiologisch
positiven Saugferkelserumproben und den PCR positiven Serumproben
aus der mittleren Aufzuchtphase wurden keine signifikanten Unterschiede

in der Haufigkeitsverteilung ermittelt.

Bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl der PCR-positiven Serumproben
zwischen den verschieden  Altersstufen  (Saugferkel,  mittlere

Aufzuchtphase, letzte Aufzuchtphase) ermittelt werden.

Betrieb 14 war nicht Teil dieser Auswertung da dieser Betrieb nach dem
Herd-Closure Verfahren saniert wurde und zum Beprobungszeitpunkt

keine ImpfmafRnahmen gegen PRRS durchfihrte.
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Tabelle 12 Anzahl positiver PRRSV-PCR-Proben von Saugferkeln und

Aufzuchtferkeln bei Sauen-impfenden und Sauen+Ferkel-impfenden

Betrieben
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7 Viruspersistenz des Eberstation-PRRS-Feldisolats

7.1 Nachweis der PRRS-Isolate in Abhangigkeit vom PRRS-
Impfschema nach der PRRS-Ausbruchsphase

Bei Ermittlung von real-time-RT-PCR-positiven Serumproben, wurde pro
Altersstufe die Serumprobe mit dem niedrigsten CT-Wert fur eine
weiterfihrende Sequenzierung ausgewabhilt. Dieses
Sequenzierungsergebnis wurde im Anschluss phylogenetisch mit dem fur
den PRRS-Ausbruch verantwortlichen Feldisolat und dem européischen
Impfstamm (Porcilis® PRRS) und dem Nordamerikanischen Impfstamm
(Ingelvac® PRRS MLV) verglichen. Das Eberstation-PRRS-Feldisolat
konnte erstmals 2012 in einer suddeutschen Eberstation isoliert werden.

In finf Betrieben (Betriebe 1, 5, 6, 9, 13) konnte etwa ein Jahr nach dem
PRRS-Ausbruchsgeschehen das Eberstation-PRRS-Feldisolat detektiert
werden. Die Betriebe 1, 6 und 9 fuhrten nach der PRRS-Ausbruchsphase
eine Sauen+Ferkel-Impfung (Porcilis® PRRS) gegen PRRSV durch. Die
Betriebe 5 und 13 impften die Sauen terminorientiert (Porcilis® PRRS)
gegen PRRSV. Durch Sequenzvergleiche wurde in Betrieb 1 in der letzten
Aufzuchtphase eine Serumprobe ermittelt die eine Verwandtschaft von
98 % zum Eberstation-PRRS-Feldisolat aufwies. Die Serumprobe aus der
Saugferkelphase und die Serumprobe aus der mittleren Aufzuchtphase
stimmte in Betrieb 1 zu 99 % mit dem européaischen Impfstamm (Porcilis®
PRRS) Uberein. In Betrieb 5 konnte in der letzten Aufzuchtphase eine
Serumprobe isoliert werden die eine Verwandtschaft von 99 % zu dem
Eberstation-PRRS-Feldisolat aufwies. In Betrieb 6 konnte in der
Saugferkelserumprobe und in der Serumprobe aus der letzten
Aufzuchtphase ein Feldstamm detektiert werden, der zu 98 % mit dem
Eberstation-PRRS-Feldisolat verwandt war. In der Serumprobe aus der
mittleren Aufzuchtphase wurde in Betrieb 6 ein Stamm isoliert, der eine
Homologie von 99 % mit dem europaischen Impfstamm (Porcilis® PRRS)
aufwies. In Betrieb 9 konnte in allen drei Altersstufen ein Feldstamm
isoliert werden der zu 98 % mit dem Eberstation-PRRS-Feldisolats
verwandt war. In Betrieb 13 wurde in der letzten Aufzuchtphase eine
Serumprobe isoliert, die zu 98 % mit dem Eberstation-PRRS-Feldisolat

ident war.
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Betrieb 15 impfte (Porcilis® PRRS) nach der PRRS-Ausbruchsphase seine
Sauen terminorientiert gegen PRRS. in der Serumprobe aus der mittleren
Aufzuchtphase konnte ein Nukleotidsequenzabschnitt des ORF5 ermittelt
werden, der zu 96 % mit dem Eberstation-PRRS-Feldisolat

Ubereinstimmte.

Betrieb 8 impfte (Porcilis® PRRS) nach der PRRS-Ausbruchsphase seine
Sauen terminorientiert gegen PRRS. Die Betriebe 10, 11 und 12 impften
zusatzlich zu den Sauen die Ferkel in der zweiten bis dritten

Lebenswoche.

In Betrieb 8 konnten in allen Altersstufen (Saugferkel, mittlere und letzte
Aufzuchtphase) ein PRRSV-Stamm sequenziert werden, der im ORF5
eine Verwandtschaft von 94 % zum PRRSV-NA-Referenzstamm VR-2332

aufwies.

Im Betrieb 10 stimmte die Serumprobe aus der Saugferkelphase zu 99 %
mit dem Impfstamm (Porcilis® PRRS) (iberein. Die Serumprobe aus der
mittleren Aufzuchtphase wies im Betrieb 11 eine Verwandtschaft von 98 %
zum Impfstamm (Porcilis® PRRS) auf. Die Serumprobe aus der letzten
Aufzuchtphase war zu 87 % mit der EU-Referenzsequenz Lelystad
verwandt. In Betrieb 12 wiesen die Serumproben aus der mittleren und
aus der letzten Aufzuchtphase, als auch die Saugferkelserumprobe eine
Nukleotid-Sequenzidentitat von 99 % zum Impfstamm (Porcilis® PRRS)
auf (Tabelle 13).

In zwei Serumproben (Betrieb 2 letzte Aufzuchtphase, Betrieb 15 letzte

Aufzuchtphase) konnte kein sequenzierfahiges Amplifikat erzeugt werden.
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Tabelle 13 Nukleotididentitat des Eberstation-PRRS-Feldisolats und
anderer Feldstamme sowie der PRSS-Impfstdmme auf Betriebsebene
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7.2 Nachweis des Eberstation-PRRS-Feldisolats im Vergleich zur
Tiergesundheit-Score-Kategorie und dem PRRS-Impfschema
nach der PRRS-Ausbruchsphase

Mit Hilfe des Tiergesundheits-Scores wurde die interne sowie die externe

Betriebssicherheit auf den untersuchten Betrieben ermittelt. Der

Tiergesundheits-Score bestand aus 18 Parametern, die je nach Relevanz

fur die Betriebssicherheit unterschiedlich gewichtet wurden. Eine

Ubersicht Uber die erhobenen Fragen, als auch (ber deren

Punkteverteilung ist in dem Teil ,Material und Methoden® unter Punkt 4.1

zu finden. Je hoher die erreichte Punktzahl auf den Betrieben umso héher

wurde auch der Gesundheitsstatus auf den Betrieben definiert. In dem

Tiergesundheits-Score konnten maximal 22,5 Punkte erreicht werden.

Tabelle 23 zeigt die Punkteverteilung auf den untersuchten Betrieben und

die Score-Platzierung. Anhand des erhobenen Tiergesundheit-Scores

erfolgte des Weiteren die Einteilung der untersuchten Betriebe in zwei

Kategorien: Tiergesundheit-Score-Kategorie 0 = niedriger

Gesundheitsstatus/schlechte Betriebshygiene und Tiergesundheit-Score-

Kategorie 1 = hoher Gesundheitsstatus/gute Betriebshygiene. Alle

Betriebe, in denen auch ein Jahr nach der PRRS-Ausbruchsphase das

Eberstation-PRRS-Feldisolat gefunden werden konnte, befanden sich in

der Tiergesundheit-Score-Kategorie mit dem niedrigen Gesundheitsstatus

(= 0) (Tabelle 14).

Weiterhin wurden die im Fragebogen erfassten Tiergesundheit-Score-
Kategorien zwischen den nach der PRRS-Ausbruchphase PRRS-Sauen-
impfenden Betrieben (Betriebe 2, 3, 5, 7, 8, 13, 15) und den PRRS-
Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben (1, 4, 6, 9, 10, 11, 12) verglichen. Drei
der sieben nach der PRRS-Ausbruchsphase PRRS-Sauen-impfenden-
Betriebe, hatten einen hohen Gesundheitsstatus (Betriebe 2, 3, 7) und vier
Betriebe einen niedrigen Gesundheitsstatus (Betriebe 5, 8, 13, 15). Von
den sieben nach der PRSS-Ausbruchsphase PRRS-Sauen+Ferkel-
impfenden Betrieben, fielen finf Betriebe in die Kategorie mit dem
niedrigen Gesundheitsstatus (Betriebe 1, 4, 6, 9, 12). Die Betriebe 10 und

11 fielen in die Kategorie mit dem hohen Gesundheitsstatus (Tabelle 14).
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Tabelle 14 Tiergesundheit-Score-Platzierung und Nachweis des

Eberstation-PRRS-Feldisolats
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7.3  Vergleich zwischen den mittleren CT-Werten der PRRS-
Feldisolate und den mittleren CT-Werten des PRRS-
Impfstamms

Es wurden die Stamme als Feldstamme definiert, in denen mittels

phylogenetischer Analyse das Eberstation-PRRS-Feldisolat und der NA-

Impfstoffabkdmmling isoliert werden konnten. Die mittleren CT-Werte

dieser Feldstamme wurden mit den mittleren CT-Werten des européischen

PRRS-Impfstamms (Stamm DV) verglichen. Es wurden signifikante

Unterschiede in der HOhe der mittleren CT-Werte zwischen den

Serumproben mit den PRRS-Feldisolaten und den mittleren CT-Werten

der Serumproben mit dem PRRS-Impfstamm ermittelt (Tabelle 15).

Tabelle 15 Vergleich der mittleren CT-Werte zwischen des PRRS-
Impfstamms und den PRRS-Feldisolaten

Anzahl PCR CT-Werte
positiver
Proben (n)

MW? +2 Min. Max.

PRRS-Feldisolate
13 25,82 3,3 17,9 29,5

PRRS-Impfstamm?® 8 28,7% | 1,2 | 26,7 30,8

"Mittelwert; 2 Standardabweichung; *Impfstamm: Europaischer (EU) Impfstamm
(Stamm DV)
Signifikanz: a, a: p= 0,028
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V DISKUSSION

1 Nachweis des Eberstation-PRRS-Feldisolats wahrend
der PRRS-Ausbruchsphase

In den Betriecben 2 und 3 konnten PRRSV-PCR-positive
Sauenserumproben gefunden werden, eine Sequenzierung dieser Proben
war jedoch nicht erfolgreich. Dennoch spricht der Zusammenhang
zwischen der Besamung mit nachweislich PRRSV-infizierten Sperma und
dem darauf folgendem Auftreten von PCR-positiven Proben und PRRSV-
typischen Kklinischen Anzeichen dafir, dass eine Infektion mit dem
Eberstation-PRRS-Feldisolat stattgefunden hat.

2 Erhobene Leistungsdaten

Die in der vorliegenden Studie Uber einen Zeitraum von sechs Monaten
erhobenen Leistungsdaten wurden zwischen den vor der PRRS-
Ausbruchsphase bereits gegen PRRS-impfenden und den vor der
Ausbruchsphase PRRS-unverdachtigen Betrieben verglichen. In den
PRRS-Impfbetrieben kam es durch die Impfung zu weniger ausgepragten
Verlusten wahrend der Sduge- und Aufzuchtphase und zudem wurden
durch die Impfmalnahmen die Sauenverluste reduziert sowie weniger
Ferkel tot geboren. Auffallend war jedoch, dass bei den PRRS-
Nichtimpfbetrieben die Abortwellen weniger ausgepragt verlaufen sind.
Diese Ergebnisse stimmen mit den Erkenntnissen von OLANRATMANEE
et al. (2014) Gberein. In dieser Studie wurden endemisch PRRSV-infizierte
MLV-geimpfte Tiere mit endemisch PRRSV-infizierten ungeimpften
Herden verglichen. Auch in diesem Feldversuch kam es durch eine PRRS-
Vakzinierung zu einer Verbesserung der reproduktiven Parameter, jedoch
war auch in dieser Studie die Abortrate der geimpften Tiere (2 %) hoher
als die Abortrate der nicht geimpften Tiere (1,6 %). Einschrdnkend ist
jedoch zu erwéhnen, dass die Herden in der Studie von
OLANRATMANEE et al. (2014) bereits vor Studienbeginn seropositiv
waren und dies trifft in den eigenen Untersuchungen nur bei den PRRS-

Impfbetrieben zu. Zudem wurde in den eigenen Untersuchungen keine
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Rucksicht auf andere Managementfaktoren, wie die
Sauenremontierungsquote genommen. OLANRATMANEE et al. (2014)
zeigen, dass sich die reproduktiven Leistungen durch eine PRRS-MLV-
Vakzinierung besonders bei Jungsauen verbessern lassen. Hiermit zeigt
sich der Einfluss den die Remontierungsquote auf die reproduktiven
Leistungen einer Herde hat. In der Studie von OLANRATMANEE et al.
(2014) sind die Unterschiede hinsichtlich der Reproduktionsparameter
zwischen den PRRS-impfenden und den nicht impfenden Herden bei den
Jungsauen deutlicher, als bei den Altsauen. Somit wird die Annahme
unterstitzt, dass sich eine PRRSV-Infektion bei Jungsauen Klinisch
deutlicher  &uRert  und sich durch eine Impfung die
Reproduktionsleistungen besonders bei Jungsauen verbessern lassen. Da
aber wie oben bereits erwahnt in den eigenen Ergebnissen der Anteil an
Jungsauen auf Betriebsebene nicht bertcksichtigt wurde, lasst sich im
Umkehrschluss auch nicht sagen, inwiefern die reproduktiven Leistungen
in den eigenen Studienbetrieben von der jeweiligen Remontierungsquote

beeinflusst wurden.

2.1 Sauenverluste

In der vorliegenden Studie konnten bei den PRRS-Nichtimpfbetrieben
mehr Betriebe ermittelt werden, die in die Sauenverlustkategorie von
>1% fielen. Der prozentuale betriebstbergreifende  mittlere
Sauenverlustwert (1,64 %) der PRRS-Nichtimpfbetriebe war héher, als der
prozentuale betriebstibergreifende mittlere Sauenverlustwert (0,97 %) der
PRRS-Impfbetriebe. Diese Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung
zwischen  den  Gruppenvariablen  (PRRS-Impfbetriebe, PRRS-
Nichtimpfbetriebe) waren jedoch weder bei den Sauenverlustkategorien
noch bei den prozentualen betriebstbergreifenden Mittelwerten signifikant.
Beide Gruppenvariablen bewegten sich im unteren Bereich der in der
Literatur beschriebenen Sauenmortalitdtsrate (1-4 %) in vor Ausbruch
PRRS-naiven Betrieben (LOULA, 1991; HOPPER et al, 1992).
Einschrdnkend ist zu erwéhnen, dass sich die in der Literatur
beschriebenen Sauenmortalitatsraten auf die Akutphase der PRRS-
Erkrankung beziehen, wohingegen die in den eigenen Untersuchungen

erhobenen Leistungsdaten Uber einen Zeitraum von sechs Monaten auf
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den untersuchten Betrieben erfasst wurden. Weiterhin wurde bei den
erhobenen Sauenverlusten nicht zwischen peripartalen und partalen
Sauenverlusten unterschieden. PEJSAK und MARKOWSKA-DANIEL
(2006) fuhrten eine PRRS-Impfstoffstudie in drei polnischen
Schweinezuchtbetrieben durch, in denen eine PRRSV-Infektion klinisch
und serologisch bestatigt wurde. In diesem Feldversuch wurden die Sauen
unabhangig ihres Tréachtigkeitsstatus mit einer PRRS-MLV-Vakzine
geimpft. Im Anschluss wurden die Leistungsdaten neun Monate vor der
PRRS-Impfung und sieben Monate nach der PRRS-Impfung erfasst und
miteinander verglichen. Auch in dieser Studie konnte bei den adulten
Tieren durch eine PRRS-Vakzinierung keine signifikante Reduzierung
hinsichtlich der Mortalitat erreicht werden.

2.2 Aborte

Weder bei den betriebsubergreifenden Mittelwerten der prozentualen
Aborte, noch bei den Abortkategorien konnten in der vorliegenden Studie
Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung zwischen den Gruppenvariablen
(PRRS-Impfbetriebe, PRRS-Nichtimpfbetriebe) ermittelt werden. In der
von PEJSAK und MARKOWSKA-DANIEL (2006) durchgefuhrten
Impfstoffstudie  konnte hingegen in chronisch PRRSV-infizierten
Sauenherden durch eine Sauenimpfung mit einer PRRS-MLV-Vakzine die
mittlere Abortrate signifikant reduziert werden. In einem Feldversuch von
OLANRATMANEE et al. (2013) wurden durch eine PRRS-MLV-
Massenvakzinierung die prozentualen Abortraten signifikant reduziert und
erreichten vergleichbare Werte wie vor der PRRS-Ausbruchsphase.
Hinsichtlich dieser unterschiedlichen Ergebnisse gibt es verschiedene
Hypothesen, die das zu beobachtende Geschehen erklaren koénnten.
Zahlreiche Studien kommen zu dem Ergebnis, dass durch eine MLV-
Vakzinierung nur ein teilweiser klinischer Schutz gegeniber heterologen
PRRSV-Isolaten vermittelt wird (OSORIO et al., 1998; LAGER et al., 1999;
MENGELING et al.,, 2003b; SCORTTI et al., 2006b; MARTELLI et al.,
2009). Dieser reicht von 50 % (OSORIO et al., 1998) Uber 70 %
(MARTELLI et al., 2009) bis hin zu 85 % (SCORTTI et al., 2006b). Das fur
den Ausbruch verantwortliche Eberstation-PRRS-Feldisolat wies lediglich

eine Nukleotididentitat von 88,0-89,4 % zum EU-Impfstamm auf. In den
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Ergebnissen der eigenen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden,
dass bei den anderen Leistungsdaten ein klinischer Schutz durch eine
PRRS-Impfung vermittelt werden konnte. Die genetische Diversitat zum
PRRS-Impfstamm liefert somit fur die eigenen Ergebnisse keine Erklarung
dafur, dass zwischen den vor Ausbruch bereits gegen PRRS-impfenden
und somit immunen Betrieben und den nicht gegen PRRS-impfenden und
somit naiven Betrieben keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Aborte ermittelt werden konnten. Zudem zeigen sowohl MARTELLI et al.
(2009) als auch PRIETO et al. (2008), dass nicht die genetische
Homologie zwischen Feld- und Impfstamm ausschlaggebend fur die durch
eine Impfung zu erwartende protektive Immunitat ist, sondern vielmehr die
unterschiedliche Fahigkeit der verschiedenen Impfisolate die zellulare
Immunitat zu induzieren. So zeigen etwa DIAZ et al. (2006) in einem
Infektionsversuch mit einem spanischen Feldisolat, dass der europaische
Impfstamm, der ,nur® zu 92 % mit dem Feldstamm ubereinstimmt, eine
sterile Immunitat vermittelt, wohingegen der Impfstamm, der eine ldentitat
von 96 % zu dem Feldisolat aufweist, diesen Schutz nicht in dieser Form
vermitteln kann. YOON et al. (1996) und YOON et al. (1997) zeigen, dass
durch nicht neutralisierende Antikorper die virale Replikation von PRRSV
in alveolaren Makrophagen gesteigert wird. Zum einen repliziert sich
PRRSV bevorzugt in Makrophagen und zum anderen werden bei einer
Infektion mit PRRSV haufig nur geringe Mengen an neutralisierenden
Antikorpern produziert. Dies lasst in Folge vermuten, dass durch die
Prasenz von nicht neutralisierenden Antikdrpern eine Infektion mit PRRSV
verstarkt wird (MURTAUGH und GENZOW, 2011). Dieses Phdnomen der
Antikdrper abhangigen Verstarkung (antibody dependent enhancement =
ADE) einer Infektion ist etwa bei einer Infektion mit Dengue-Viren und dem
Felinen Immundefizienz-Virus beschrieben (HALSTEAD und O'ROURKE,
1977; RICHARDSON et al., 1997) und steht auch bei PRRS in Verdacht,
eine Infektion der alveolaren Makrophagen zu erhohen (YOON et al.,
1996; YOON et al., 1997). Da YOON et al. (1996) und YOON et al. (1997)
die durch eine Impfung induzierte Antikdrperentwicklung als urséchlich fur
eine gesteigerte Replikation von Feldviren in geimpften Tieren betrachten,
liefert ADE somit eine mogliche Erklarung dafir, dass weder bei den

betriebstibergreifenden prozentualen Abort-Mittelwerten, noch bei den
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Abortkategorien signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppenvariablen (PRRS-Impfbetriebe, PRRS-Nichtimpfbetriebe)
gefunden werden konnten. Dem widersprechend wurden weltweit
zahlreiche PRRSV-Challenge-Versuche durchgefihrt, welche die Effizienz
von PRRS-Vakzinierungen und die potentiellen Wechselwirkungen mit
heterologen Feldisolat-Infektionen untersuchten. In keiner dieser Studien
konnten durch eine Vakzinierung schwerwiegendere klinische Anzeichen
in Folge von PRRSV-Challenge Versuchen beobachtet werden (CANO et
al., 2007a; OKUDA et al., 2008; MARTELLI et al., 2009).

Sowohl bei den PRRS-Nichtimpfbetrieben als auch bei den PRRS-
Impfbetrieben gab es einzelne Betriebe die ausgepragte Abortwellen
aufwiesen. Bei den Betrieben, die vor der Ausbruchsphase PRRS-
ungeimpft und somit naiv waren, hatte es durch den PRRS-Ausbruch
betriebsubergreifend zu einer einheitlicheren und hoheren Abortraten
kommen mussen. Da die PRRS-Impfbetriebe Uber eine gewisse
Grundimmunitat verfugt haben, hatte es bei diesen Betrieben zu
einheitlicheren und niedrigeren Abortraten kommen mussen, da wie
bereits erwdhnt MLV-Vakzinierungen einen gewissen Schutz vor PRRSV
bedingten Aborten gewahrleisten (PEJSAK und MARKOWSKA-DANIEL,
2006; OLANRATMANEE et al., 2013). Diese Unstimmigkeiten bezlglich
der eigenen Ergebnisse lieRen sich mit Sekundar- und oder Koinfektionen
etwa durch Chlamydia suis, Leptospiren oder Influenzaviren erklaren, die
in Folge sowohl bei den PRRS-Impfbetrieben als auch bei den PRRS-
Nichtimpfbetrieben zu den hohen Abortraten gefiihrt haben kdnnten. Da
es aber nicht Bestandteil des eigenen Versuchsaufbaus war, einheitlich
auf Sekundar- und Koerreger zu untersuchen, muss dies eine

hypothetische Uberlegung bleiben.

2.3 Tot geborene Ferkel

In der vorliegenden Studie wurden sowohl bei den betriebsiibergreifenden
Mittelwerten der durchschnittlich tot geborenen Ferkel pro Sau als auch in
der Kategorie der tot geborenen Ferkel signifikante Unterschiede in der
Haufigkeitsverteilung zwischen den PRRS-Impfbetrieben und den PRRS-
Nichtimpfbetrieben ermittelt. Der betriebstbergreifende Mittelwert (0,44)
der Betriebe, die ihre Sauen vor dem PRRS-Ausbruch gegen PRRS
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impften, war im Vergleich zum betriebsiibergreifenden Mittelwert (2,48)
der PRRS-Nichtimpfbetriebe signifikant niedriger. Die von PEJSAK und
MARKOWSKA-DANIEL (2006) durchgefiihrte Feldstudie konnte durch die
Etablierung einer PRRS-MLV-Impfung ebenfalls die mittlere Rate an tot
geborenen Ferkeln signifikant reduzieren. SCORTTI et al. (2006b) zeigen
in einem Challenge-Versuch, dass durch eine MLV-Vakzinierung &hnliche
Reproduktionsleistungen erreicht werden konnten, wie in der PRRS-
naiven und nicht geimpften Kontrollgruppe. Insbesondere der prozentuale
Anteil an tot geborenen Ferkeln wurde in dieser Studie durch eine PRRS-
Vakzinierung signifikant gesenkt. ALEXOPOULOS et al. (2005) fuhrten
einen Feldversuch in einem endemisch PRRS-infizierten Betrieb durch
und konnten durch eine PRRS-MLV-Vakzinierung die Totgeburtenrate
signifikant senken. OLANRATMANEE et al. (2013) konnten durch eine
PRRS-MLV-Sauenvakzinierung die tot geborenen Ferkel pro Sau
ebenfalls signifikant reduzieren und dartber hinaus sogar bessere Werte
erreichen als vor der PRRS-Ausbruchsphase. Die eigenen Daten

entsprechen somit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen.

DEWEY et al. (2004) zeigen jedoch, dass eine PRRS-Sauenimpfung,
insbesondere in der spaten Phase der Trachtigkeit, die Rate an lebend
geborenen Ferkeln reduziert. Im Gegensatz zu den PRRS-Impfbetrieben
in den eigenen Untersuchungen, wurden die PRRS-Impfbetriebe in der
Studie von DEWEY et al. (2004) jedoch zum ersten Mal gegen PRRS
vakziniert. Dieser Unterschied zwischen den eigenen Studienbetrieben mit
einer PRRS-Impfhistorie und den Studienbetrieben von DEWEY et al.
(2004) ohne eine PRRS-Impfhistorie liefert somit einen mdglichen
Erklarungsansatz fir die wunterschiedlichen Ergebnisse, da nicht
auszuschliel3en ist, dass sich die reproduktiven Leistungen in den PRRS-
Impfbetrieben im Laufe der Zeit wieder normalisieren wirden (DEWEY et
al., 2004).

2.4 Wahrend Saugephase verendete Ferkel

In den eigenen Untersuchungen konnten bei den betriebsitibergreifenden
Mittelwerten der wahrend der Sdugephase verendenten Ferkel signifikante
Unterschiede zwischen den PRRS-Impfbetrieben (MW = 0,27) und den
PRRS-Nichtimpfbetrieben (MW = 0,92) ermittelt werden. Im Vergleich zu
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den PRRS-Nichtimpfbetrieben hatten die PRRS-Impfbetriebe
betriebsubergreifend signifikant weniger mittlere Verluste wahrend der
Saugephase. Auch fielen im Vergleich zu den PRRS-Nichtimpfbetrieben
signifikant mehr PRRS-Impfbetriebe in die Kategorie von unter 0,6
Saugferkelverlusten pro Sau. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Ergebnissen von SCORTTI et al. (2006b). In dieser Challenge-Studie
wurden in der infizierten und geimpften Versuchsgruppe signifikant
weniger Saugferkelverluste ermittelt als in der infizierten und ungeimpften
Versuchsgruppe. DEWEY et al. (2004) zeigen jedoch, dass eine PRRS-
Sauenimpfung insbesondere in der spaten Phase der Trachtigkeit zu einer
erhohten Saugferkelsterblichkeit fuhrt. Aus den bereits aufgefihrten
Grinden (siehe 1.3) geht hervor, dass die eigenen Ergebnisse mit den
Studienergebnissen von DEWEY et al. (2004) nur unter Vorbehalt zu

vergleichen sind.

Wie bereits erwahnt, wurde nicht einheitlich auf potentielle Ko- und oder
Sekundarerreger untersucht, in Folge lasst sich also auch nicht ermitteln,
ob und wenn ja in wie weit die eigenen Ergebnisse von solchen

Infektionen beeinflusst wurden.

2.5 Wahrend Aufzuchtphase verendete Ferkel

Bei den PRRS-Nichtimpfbetrieben konnten hohere Verluste wahrend der
Aufzuchtphase ermittelt werden, als bei den PRRS-Impfbetrieben. Diese
Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung waren jedoch nicht signifikant.
GELDHOF et al. (2013) zeigen, dass die Saugferkel von PRRS-MLV-
vakzinierten Sauen signifikant seltener viramisch werden. Folglich hat eine
Sauenimpfung auch einen positiven klinischen Effekt auf die
Ferkelaufzucht (GELDHOF et al.,, 2013). NEUMANN et al. (2005)
berichten in PRRS-infizierten Herden von einem deutlichen Anstieg der
Mortalitatsrate in der Ferkelaufzucht. Auch STEVENSON et al. (1993)
kommen zu dem Ergebnis, dass enzootisch verlaufende PRRSV-
Infektionen in der Ferkelaufzucht zu hohen Mortalitéatsraten flhren. Die
PRRS-Erkrankung ist jedoch nicht primar fur diese hohe Mortalitatsrate
verantwortlich (STEVENSON et al., 1993). Vielmehr fuhrt die PRRSV-
induzierte Immunsuppression in den Studienbetrieben von STEVENSON

et al. (1993) in Folge zu tddlich verlaufenden, bakteriell (Salmonella
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choleraesuis) bedingten Septikdmien. In den eigenen Untersuchungen
wurde nicht einheitlich auf potentielle Folgeinfektionen untersucht. Daher
lasst sich bei den PRRS-Nichtimpfbetrieben nicht eruieren, ob und wenn
ja in welchem Ausmal die Verluste wahrend der Aufzuchtphase durch
Folgeinfektionen beeinflusst wurden. Die therapeutischen
Kontrollmalinahmen, die wahrend der PRRS-Ausbruchsphase
hauptsachlich bei den PRRS-Nichtimpfbetrieben gegen bakterielle
Sekundéarinfektionen eingeleitet werden mussten. Héatten in Folge dazu
fuhren konnen, dass keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Aufzuchtferkelverluste zwischen den PRRS-Impfbetrieben und den PRRS-
Nichtimpfbetrieben ermittelt werden konnten. Einschrankend ist jedoch zu
erwahnen, dass es wiederum nicht Teil der eigenen Untersuchungen warr,

inwiefern diese therapeutischen MalRnahmen erfolgreich waren.

3 Serologische Ergebnisse

Ein Jahr nach der PRRS-Ausbruchsphase wurden labordiagnostische
Untersuchungen durchgefiihrt, um den PRRSV-Infektionsstatus auf den
Studienbetrieben zu erfassen. Im Vergleich zu den PRRS-Sauen-
impfenden Betrieben konnten bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden
Betrieben signifikant mehr seropositive Proben sowohl in der mittleren als
auch in der letzten Aufzuchtphase ermittelt werden. Diese Ergebnisse sind
nicht Uberraschend, da eine Impfung mit MLV-Vakzinen meist eine
zuverlassige und ausgepragte Antikdrperbildung induziert (MEIER et al.,
2000; DIAZ et al., 2006). Sowohl bei den PRRS-Sauen-impfenden
Betrieben, als auch bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben
konnten die meisten seropositiven Proben in der letzten Aufzuchtphase
ermittelt werden. Da aufgrund des angewendeten ELISA-Testverfahrens
nicht zwischen Impfantikorpern, maternal bedingten oder durch eine
Feldinfektion hervorgerufenen Antikérpern differenziert werden kann,
lassen sich nur Vermutungen anstellen, wie es zur jeweiligen
Serokonversion gekommen ist. Da bei den PRRS-Sauen-impfenden
Betrieben lediglich die Sauen gegen PRRS vakziniert wurden, kdnnen die
seropositiven Serumproben bei den Aufzuchtferkeln nicht direkt durch die

Impfung, sondern lediglich passiv tUber maternale Antikérper, durch eine
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transplazentare Ubertragung oder in Folge einer PRRSV-Infektion erklart
werden. VAN ALSTINE et al. (1993) berichten, dass die passiv
erworbenen maternalen Antikorper Ublicherweise bis zur achten
Lebenswoche und in Ausnahmeféllen sogar bis zur 16. Lebenswoche
nachgewiesen werden konnen. Da die Ferkel in den eigenen
Untersuchungen in der mittleren Aufzuchtphase durchschnittlich 7,5
Wochen und in der letzten Aufzuchtphase durchschnittlich 10,5 Wochen
alt waren, lasst sich nicht ausschliel3en, dass das Auffinden PRRSV-
spezifischer Antikorper in diesen Altersphasen durch maternale Antikdrper
bedingt war. SCHELKOPF et al. (2014) zeigen, dass Saugferkel von
PRRS-MLV-geimpften Muttersauen vor Kolostrumaufnahme zu 4,3 % im
ELISA und zu 53,4 % in der PCR positiv sind. Vor diesem Hintergrund
kann eine transplazentare Ubertragung von Impfvirus als Ursache fir die
Serokonversion der Aufzuchtferkel nicht ausgeschlossen werden. Aus den
phylogenetischen Analyseergebnissen der eigenen Untersuchungen geht
jedoch hervor, dass zumindest bei den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben
in keiner der Saugferkelserumproben der europaische Impfstamm
(Porcilis® PRRS) gefunden werden konnte. Bei den PRRS-Sauen-
Impfbetrieben kann folglich eine diaplazentare Ubertragung von Impfvirus
(Porcilis® PRRS) nahezu ausgeschlossen werden.

Bei den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben kam es zwischen der mittleren
und der letzten Aufzuchtphase zu einem signifikanten Anstieg der
Seropravalenz von 11,7 % auf 50,0 %. Bei den PRRS-Sauen+Ferkel-
impfenden Betrieben wurde ebenso ein Anstieg der Seropravalenz von
60,0 % in der mittleren Aufzuchtphase auf 74,3 % in der letzten
Aufzuchtphase festgestellt. Dieser Anstieg war jedoch nicht signifikant.
Der Anstieg der Seropréavalenz gegen Ende der Aufzuchtphase liel3e sich
durch eine PRRSV-Feldvirusinfektion in der Ferkelaufzucht erklaren. Dies
wurde sich mit den Ergebnissen von STEVENSON et al. (1993) decken. In
dieser Feldstudie konnte in zwei endemisch infizierten Betrieben das
verantwortliche Feldvirus noch zweieinhalb Jahre nach der PRRS-

Ausbruchsphase in der Ferkelaufzucht gefunden werden.

Im Allgemeinen wird ein Anstieg der Seroprévalenz und somit ein

haufigeres Vorkommen von seropositiven Proben als hinweisend flr eine
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Feldinfektion mit PRRSV gesehen (HEINRITZI, 2006; ZIMMERMAN et al.,
2012). In MLV-geimpften Herden ist ein solcher Anstieg der Seropréavalenz
jedoch erheblich schwieriger zu interpretieren, da nicht unterschieden
werden kann, ob die Antikérper gegen Feldviren oder Impfviren gebildet
wurden (GROSSE BEILAGE et al., 2013). In der vorliegenden Studie ist
aus diesem Grund die Interpretation serologischer Ergebnisse bei den
PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben mit erheblichen Unsicherheiten
behaftet. Bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben lassen sich
durch einen Anstieg der Seropravalenz lediglich Rickschlisse auf eine
Viruszirkulation in der Ferkelaufzucht ziehen. Ob in der Ferkelaufzucht
Impf- oder Feldviren frei zirkulieren lasst sich hingegen nicht sagen, da es
in beiden Fallen zu einem  ausgepragten Anstieg der
Antikdrperkonzentration im Serum kommen kann (GROSSE BEILAGE et
al., 2013). Jedoch berichten SCHELKOPF et al. (2014), dass die PRRS-
MLV bedingte Impfvirusausscheidung weniger ausgepragt ist, als die
durch PRRS-Feldviren bedingte Ausscheidung.

Bei den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben lasst sich ein Anstieg der
Seropravalenz in der Ferkelaufzucht eher mit einer PRRSV-Feldinfektion
in der Ferkelaufzucht in Verbindung bringen, da eventuell vorhandene
maternale Antikdrper nicht zu einem Anstieg am Ende der Aufzucht fihren
kénnen. Prinzipiell ware bei den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben zwar
auch eine transplazentare Ubertragung von Impfvirus auf die Saugferkel
mit der Folge einer Impfvirusausscheidung und Zirkulation in der
Ferkelaufzucht vorstellbar (SCHELKOPF et al., 2014). Aus den bereits
genannten Grinden ist der Anstieg der Seropravalenz in den Betrieben 2,
8 und 15 (Tabelle 10) sehr viel wahrscheinlicher durch eine Infektion mit

Feldviren hervorgerufen worden.

Wahrend der Viramie kann PRRSV im Serum mit Hilfe der PCR ab Tag 2
p.i. nachgewiesen werden (GROSSE BEILAGE et al., 2013). Die Dauer in
der PRRSV p.i. in der untersuchten Altersgruppe (Saug- und
Aufzuchtferkel) im Serum mittels PCR nachgewiesen wird, kann bis zu vier
Wochen Dbetragen (GROSSE BEILAGE et al, 2013). Der
Antikérpernachweis mit dem ELISA gelingt bei EU-Stammen jedoch in der

Regel erst ab Tag 9-15 p.i. und fallt dann innerhalb von zehn Monaten
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unter die Nachweisgrenze (GROSSE BEILAGE et al., 2013; SATTLER et
al., 2014). Diese Studienergebnisse liefern eine Erklarung daftr, dass in
jedem Studienbetrieb der eigenen Untersuchungen Serumproben
gefunden werden konnten, die im ELISA positiv jedoch in der real-time-
RT-PCR negativ waren. Ebenso liefern die zitierten Studienergebnisse
eine Erklarung fur die Serumproben, die im ELISA negativ und in der real-
time-RT-PCR positiv waren. Bei den Studientieren, deren Serum im ELISA
positiv und in der PCR negativ war, hat die Impf- oder Feldvirus-bedingte
Viramie bereits stattgefunden. Diese Proben waren in der real-time-RT-
PCR bereits wieder negativ, im ELISA jedoch noch positiv. Besonders
deutlich wird dies bei den serologischen und molekularbiologischen
Ergebnissen von Betrieb 4. In diesem Betrieb waren alle untersuchten
Serumproben seropositiv. Molekularbiologisch konnten in diesem Betrieb

jedoch keine positiven Proben ermittelt werden.

Im Gegenzug hat bei den Studientieren deren Serum in der real-time-RT-
PCR positiv und ELISA negativ war, eine Infektion mit PRRSV gerade erst
stattgefunden, so dass es noch nicht zur Serokonversion gekommen ist.

4  Molekularbiologische Ergebnisse

Vergleicht man die Anzahl der molekularbiologisch positiven
Saugferkelserumproben innerhalb der beiden PRRS-Impfkonzepte
(PRRS-Sauen+Ferkel-impfend, PRRS-Sauen-impfend), so ist auffallend,
dass 9,0 % der Saugferkelserumproben der PRRS-Sauen+Ferkel-
impfenden Betriebe in der real-time-RT-PCR EU-Stamm-positiv waren. Im
Gegensatz hierzu war keine der Saugferkelserumproben bei den PRRS-
Sauen-impfenden Betrieben in der real-time-RT-PCR EU-Stamm-positiv.

Dieser Unterschied in der Haufigkeitsverteilung war signifikant.

Sowohl bei den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben, als auch bei den
PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben konnten die meisten real-time-
RT-PCR-positiven  Serumproben in der letzten Aufzuchtphase
nachgewiesen werden. Bei den PRRS-Sauen-Impfbetrieben wurden im
Vergleich zur mittleren Aufzuchtphase und den Saugferkeln in der letzten
Aufzuchtphase signifikant mehr PCR-positive Serumproben ermittelt. Bei
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den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben konnten hingegen keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl der PCR positiven Serumproben
zwischen den verschiedenen Altersstufen ermittelt werden. Da in der
vorliegenden Studie pro Betrieb und Altersstufe nur jeweils eine PCR-
positive Serumprobe sequenziert und phylogenetisch analysiert wurde,
lassen sich im Folgenden auch nur Vermutungen anstellen, ob die
molekularbiologisch positiven Serumproben durch PRRS-Feldstamme
oder durch PRRS-Impfstamme bedingt waren. Bei den PRRS-Sauen-
impfenden Betrieben wurden keine Saugferkelimpfungen durchgefuhrt und
es wurden mit Ausnahme von Betrieb 8 (in diesem Betrieb wurde ein NA-
Impfstammderivat gefunden) auch keine molekularbiologisch positiven
Serumproben bei den Saugferkeln ermittelt. Dies lasst vermuten, dass bei
diesen Betrieben keine direkte oder transplazentare Ubertragung von
PRRS-Impfviren oder PRRS-Feldstammen auf die Saugferkel
stattgefunden hat, da es ansonsten auch zum Nachweis von
molekularbiologisch positiven Saugferkelserumproben héatte kommen
missen. Folglich liegt die Vermutung nahe, dass in den
molekularbiologisch positiven Serumproben in der Ferkelaufzucht

Feldvirusgenom nachgewiesen wurde.

Bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die molekularbiologisch positiven
Saugferkelserumproben durch eine transplazentare Ubertragung bedingt
waren, da Impfvirus in der spaten Phase der Trachtigkeit transplazentar
auf die Foten tUbertragen wird (SCHELKOPF et al., 2014).

SCORTTI et al. (2006a) untersuchten die VirAmiephasen nach PRRS-
MLV-Vakzinierung und nach Exposition mit einem europaischen Feldisolat
und zeigten, dass die Sauen in beiden Fallen viramisch wurden. Die
Viramiephase betrug jedoch bei den MLV-vakzinierten Sauen nur bis zu
funf Tage, hingegen bei den PRRS-infizierten Sauen bis zu 21 Tage
(SCORTTI et al., 2006a). In der vorliegenden Studie erstreckte sich der
Zeitraum zwischen Sauenimpfung und Probennahme bei den PRRS-
Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben von sieben Tagen (Betrieb 12) bis zu
133 Tage (Betrieb 6) (Tabelle 10). Folglich ist es eher unwahrscheinlich,
dass die Impfviren perinatal von den Muttersauen auf die Saugferkel
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Ubertragen wurden, da sich die Sauen zum Zeitpunkt der Geburt

vermutlich nicht mehr in der Impfviramiephase befanden.

Ein moglicher Erklarungsansatz fur die molekularbiologisch positiven
Saugferkelserumproben  bei den  PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden
Betrieben wéare, dass in diesen Proben PRRS-Impfvirusgenom zu finden
war. Dies konnte durch die phylogenetischen Analyseergebnisse in den
Betrieben 1, 10 und 12 bestatigt werden. Die Saugferkel auf den
untersuchten Betrieben wurden im Alter von zwei Wochen mit der
attenuierten Lebendvakzine Porcilis® PRRS geimpft. Die Blutentnahme
erfolgte in der dritten bis vierten Lebenswoche, also ein bis zwei Wochen
nach der Impfung. MARTELLI et al. (2009) konnten in einem
vergleichbaren Zeitraum post vakzinationem (0 — 14 Tage) ebenfalls den
Impfstamm in den geimpften Studientieren nachweisen. YESKE et al.
(2012) untersuchten in wie weit PRRS-Impfvirus ausgeschieden wird. In
dieser Studie wurde das Impfvirus nur in einer geringen Konzentration und
Uber einen kurzen Zeitraum ausgeschieden. Des Weiteren wurde das
Impfvirus zu keinem Zeitpunkt (bis zum 112. Tag post vakzinationem) von
der Impfgruppe auf die ungeimpfte Kontrollgruppe tUbertragen (YESKE et
al., 2012). Einschrankend muss jedoch erwéhnt werden, dass sich die
Kontrollgruppe und die Impfgruppe in der Studie von YESKE et al. (2012)
in separaten Raumlichkeiten befanden, so dass kein direkter Tierkontakt

zwischen den Studiengruppen méglich war.

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass das européaische
Impfisolat welches in den Saugferkelserumproben der PRRS-
Sauen+Ferkel-impfenden  Betriebe gefunden wurde, mit hoher
Wahrscheinlichkeit direkt Uber die Saugferkelimpfung induziert worden ist

und nicht durch eine Ausscheidung von Impfvirus.

KRANKER et al. (1998) fuhrten einen PRRSV-Infektionsversuch in
verschiedenen Tréachtigkeitsstadien durch. Es konnte gezeigt werden das
die Sauen, die ab dem 85. Trachtigkeitstag infiziert wurden, den PRRSV-
Feldstamm transplazentar auf 56 % der FOten Ubertragen haben
(KRANKER et al.,, 1998). Weiterhin infizierten sich in der Studie von
KRANKER et al. (1998) noch 28 % der Saugferkel in der perinatalen

Periode. Beruhend auf diesen Ergebnissen lasst sich in den eigenen
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Untersuchungen auch eine transplazentare oder auch perinatale PRRS-
Feldinfektion der Saugferkel als Ursache fir die molekularbiologisch
positiven  Saugferkelserumproben bei den PRRS-Sauen+Ferkel-
impfenden Betrieben nicht ausschliel3en. Dies konnte in den Betrieben 6
und 9 durch die eigenen phylogenetischen Analyseergebnisse

untermauert werden.

In der vorliegenden Studie waren die positiven Serumproben in der
Ferkelaufzucht bei den PRRS-Sauen-Impfbetrieben hdchstwahrscheinlich
durch eine Feldvirusinfektion in der Ferkelaufzucht bedingt. Bei den
PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden  Betrieben  kdnnen  jedoch  die
molekularbiologisch positiven Serumproben sowohl durch die PRRS-
Impfung als auch durch Feldvirusinfektionen in der Ferkelaufzucht und

Uber die Sauen hervorgerufen worden sein.

5 Nachweis der PRRS-Feld- und Impfisolate und
Einflussfaktoren auf die Persistenz des Eberstation-
PRRS-Feldisolats

In der vorliegenden Studie wurden in den Betrieben 1, 5, 6, 9, und 13
PRRSV-Stdmme phylogenetisch ermittelt, die zu 98 bis 99 % mit dem
Eberstation-PRRS-Feldisolat verwandt waren. In Betrieb 15 konnte durch
einen phylogenetischen Vergleich in Serumproben aus der mittleren
Aufzuchtphase ein Stamm detektiert werden, der eine Verwandtschaft von
96 % mit dem Eberstation-PRRS-Feldisolat aufwies. Bei einer genetischen
Ubereinstimmung von = 98 % werden die Stamme ublicherweise als
identisch definiert. Dieser cut-off-Wert basiert unter anderem auf den
Ergebnissen von COLLINS et al. (1998). Es ist jedoch zu beachten, dass
die Daten in der Studie COLLINS et al. (1998) Uber einen relativ kurzen
Zeitraum von einem Jahr erhoben wurden (MURTAUGH, 2012). Zudem
wird die genetische Diversitdt maf3geblich von biologischen Faktoren wie
der viralen Vermehrung innerhalb der Tiere und der Ubertragungsrate
zwischen den Tieren beeinflusst (MURTAUGH, 2012). So zeigen KLINGE
et al. (2009) zum einen, dass es in Jungtieren zu einer hochgradigen

Virusvermehrung kommt und zum anderen, dass es auch innerhalb einer
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Altersklasse grol3e Unterschiede in der individuellen
Virusvermehrungsrate gibt. Die Viruslast ist wiederum positiv mit der
Ubertragung zwischen den Tieren assoziiert (CHO et al., 2007). Aufgrund
dieser Faktoren kann folglich auch nicht sicher ausgeschlossen werden,
dass es sich bei der Probe, die zu 96 % mit dem Eberstation-PRRS-
Feldisolat verwandt war, um das fur den Ausbruch verantwortliche Isolat

handelte.

Wie aus den eigenen Studienergebnissen hervorgeht, persistiert das
Eberstation-PRRS-Feldisolat sowohl bei den PRRS-Sauen-Impfbetrieben
als auch bei den PRRS-Sauen+Ferkel-Impfbetrieben hauptséachlich in der
Ferkelaufzucht und innerhalb der Ferkelaufzucht vor allem in der letzten
Aufzuchtphase. Dies deckt sich mit den Studienergebnissen von DEE und
JOO (1994). In dieser Studie konnte in drei endemisch infizierten
Betrieben bei 80-90 % der acht bis neun Wochen alten Schweine eine
Infektion mit PRRSV nachgewiesen werden. Die Muttersauen und die
Aufzuchtferkel (eine Woche nach dem Absetzen) waren in der Studie von
DEE und JOO (1994) meist seronegativ. In den Betrieben 6 und 9 konnte
neben der Ferkelaufzucht auch noch bei den Saugferkelserumproben das
Eberstation-PRRS-Feldisolat gefunden werden. Laut GROSSE BEILAGE
et al. (2013) spricht ein Nachweis von Feldviren bei Saugferkeln in
geimpften Herden fir eine instabile Sauenherde. In Betrieb 8 konnte in
allen Altersstufen ein Stamm isoliert werden, welcher eine Homologie von
94 % zum nordamerikanischen Impfstamm aufwies. Seit der Einfihrung
der PRRS-NA-Impfung in Deutschland und Danemark im Jahr 1996
konnten PRRS NA-Impfabkdmmlinge regelméaRig sowohl in NA-geimpften,
als auch in NA-ungeimpften Herden detektiert werden (BOTNER et al.,
1997; OLEKSIEWICZ et al.,, 1998; STORGAARD et al.,, 1999). Vor
Einfuhrung dieser PRRS NA-Impfung, war der PRRS-NA-Genotyp in
Deutschland nicht indigen (GROSSE BEILAGE et al., 2009). Da in Betrieb
8 lediglich eine terminorientierte Sauenimpfung mit dem EU-Genotyp
(Porcilis® PRRS) durchgefiihrt wurde, liegt die Vermutung nahe, dass in
Betrieb 8 ein NA-Impfstammderivat im Bestand zirkulierte. Da in diesem
Betrieb auch bei den Saugferkeln NA-Impfstammabkdmmlinge gefunden

werden konnten, ist davon auszugehen, dass eventuell vorhandene
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partielle kreuzprotektive Effekte der terminorientierten PRRS-EU-
Sauenimpfung die frihe Infektion mit den NA-Impfabkémmlingen nicht
verhindern konnten. Dies entspricht auch den Ergebnissen von KIM et al.
(2015). In diesem Versuch konnte durch eine PRRS-EU-Impfung (Porcilis®
PRRS) und nachfolgender PRRS-NA-Infektion, keine Reduzierung der

Viramie erreicht werden.

Wie aus den eigenen Ergebnissen hervorgeht, konnte der europaische
Impfstamm (Porcilis® PRRS) lediglich bei den PRRS-Sauen+Ferkel-
impfenden Betrieben gefunden werden. In den Betrieben 1, 10 und 12
konnten in Saugferkelserumproben Stdmme isoliert werden, die eine
Homologie von 99 % zu dem europaischen Impfstamm (Porcilis® PRRS)
aufwiesen. In den Betrieben 1, 6, 11 und 12 wurden in den Serumproben
aus der mittleren Aufzuchtphase Stamme gefunden, die zu 98-99 % mit
dem europaischen Impfstamm (Porcilis® PRRS) iibereinstimmten. In
Betrieb 12 konnte zudem in der letzten Aufzuchtphase ein Stamm ermittelt
werden der zu 99 % mit dem europaischen Impfstamm (Porcilis® PRRS)
verwandt war. Die Saugferkel in den eigenen Untersuchungen wurden im
Alter von zwei Wochen mit Porcilis® PRRS geimpft und waren zum
Beprobungszeitpunkt durchschnittlich 3,8 Wochen alt. Zwischen Impfung
und Probennahme lagen also durchschnittlich 13 Tage. Die Aufzuchtferkel
aus der mittleren Aufzuchtphase waren im Schnitt 7,5 Wochen und die
aus der letzten Aufzuchtphase durchschnittlich 10,5 Wochen alt. Zwischen
Impfung und Probennahme lagen also in der mittleren Aufzuchtphase 39
Tage und 60 Tage in der letzten Aufzuchtphase. In dem Betrieb (Betrieb
15), in welchem auch noch in der letzten Aufzuchtphase das Porcilis®
PRRS Impfisolat gefunden werden konnte, lagen zwischen Impfung und
Probennahme 49 Tage. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Studienergebnisse von STADEJEK et al. (2005) und JOHNSON et al.
(2004). Auch in diesen Studien konnte der PRRS-Impfstamm bis zu 49
Tage post vakzinationem mittels RT-PCR detektiert werden. Die Detektion
des européischen Impfstamms ist also mit hoher Wahrscheinlichkeit auf
die Saugferkelimpfung zurtickzufihren, wobei auch eine
Impfvirustuibertragung zwischen den Tieren in der letzten Aufzuchtphase

nicht sicher ausgeschlossen werden kann (STADEJEK et al.,, 2005). In
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Betrieb 11 wurde in der letzten Aufzuchtphase ein Feldstamm isoliert, der
eine Sequenzidentitat von 88 % mit dem Referenzstamm Lelystadt
aufwies. In der darauf erfolgten phylogenetischen Analyse konnte
festgestellt werden, dass es sich bei diesem Stamm weder um das
Eberstation-PRRS-Feldisolat noch um ein PRRS-Impfisolat handelte.
Daraus folgend hat in Betrieb 11 nach der PRRS-Ausbruchsphase ein
PRRS-Feldvirus-Neueintrag stattgefunden. Die weitere phylogenetische
Bestimmung des Feldisolats war wiederum nicht Teil der eigenen

Auswertung.

6 Tiergesundheitsscore in Korrelation zum PRRS-
Impfschema und des Virusnachweises nach der

Ausbruchsphase

Drei (Betriebe 1, 6, 9) der funf Studienbetriebe, in denen das Eberstation-
PRRS-Feldisolat noch ein Jahr nach der Ausbruchsphase detektiert
werden konnte, fuhrten eine PRRS-Sauen+Ferkel-Impfung durch. Zwel
Betriebe (Betriebe 5, 13) impften lediglich die Sauen terminorientiert
gegen PRRS. Im Betrieb 11 konnte in der letzten Aufzuchtphase ein
PRRS-Feldstamm isoliert werden, der allerdings nicht genauer
phylogenetisch bestimmt wurde. CHARERNTANTANAKUL et al. (2006)
zeigen, dass durch eine PRRS-MLV-Impfung der Grad der Virdmie
verringert werden kann. Des Weiteren kann durch eine PRRS-MLV-
Impfung die Dauer der Virusausscheidung reduziert werden (CANO et al.,
2007a). In Folge kommt es zu einer signifikanten Reduktion der persistent
infizierten Tiere (CANO et al., 2007b). Auf Grundlage dieser Ergebnisse
hatte es in den PRRS-Sauen+Ferkelimpf-Betrieben zu einer geringeren
Nachweisrate des Eberstation-PRRS-Feldisolats kommen missen, da es
in diesen Betrieben zu einer aktiven Immunisierung der Saugferkel
gekommen ist. Eine mogliche Erklarung dafir, dass noch Feldvirusgenom
nachgewiesen wurde, kbnnte der in den eigenen Ergebnissen erhobene
Tiergesundheitsscore liefern. Die eigenen Ergebnisse zeigen, dass alle
Betriebe in denen das Eberstation-PRRS-Feldisolat gefunden werden
konnte, in die Tiergesundheitskategorie 0 (= niedriger Gesundheits-

status/schlechte Betriebshygiene) fielen. Auch Betrieb 11 fiel in die
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Tiergesundheitskategorie 0 (= niedriger Gesundheitsstatus/schlechte
Betriebsshygiene). Die PRRS-Impfung der Ferkel kann folglich zwar das
PRRS-assoziierte klinische Erscheinungsbild kontrollieren, eignet sich
jedoch nicht dazu die Zirkulation des Eberstation-PRRS-Feldisolats
insbesondere in der Ferkelaufzucht vollstandig zu unterbinden. Bei einer
schlechten Betriebshygiene werden verstarkt Lungenmakrophagen
aktiviert, die in Folge vermehrt fur eine Infektion mit PRRSV zu Verfigung
stehen (REINER, 2015). Daraus erschliel3t sich der besondere
pathogenetische Zusammenhang der zwischen schlechter
Betriebshygiene und einer vermehrten Infektion mit PRRSV besteht, denn
PRRSV hat die Eigenschaft insbesondere aktivierte Lungenmakrophagen
zu infizieren (REINER, 2015).

Das McRebel-Verfahren (managment changes to reduce exposure to
bacteria to eliminate losses) (DEE et al., 1996) und der 20 Punkteplan
nach Madec (MADEC et al., 2000; SEGALES et al., 2005) basieren auf
einer Verbesserung sowohl der internen (Risiko der Persistenz), als auch
der externen Biosicherheit . Dadurch kann die Betriebshygiene verbessert
und somit die Viruszirkulation, insbesondere in der Ferkelaufzucht,
unterbunden werden (MCCAW, 2000). Basierend auf den eigenen
Ergebnissen  des  Tiergesundheits-Scores und den  zitierten
Studienergebnissen kann davon ausgegangen werden, dass durch eine
Verbesserung der internen Biosicherheit die Viruszirkulation in den
Betrieben unterbunden und somit die PRRSV-Persistenz vom Eberstation-
PRRS-Feldisolat beendet werden konnte. Im Betrieb 11 kann vermutet
werden, dass durch eine Verbesserung der externen Biosicherheit der

PRRS-Feldvirusneueintrag in diesem Betrieb nicht stattgefunden hétte.

7 Mittlere CT-Werte der Eberstation-PRRS-Feldisolate
und PRRS-Impfstamme

Bei dem Vergleich der mittleren CT-Werte der Eberstation-PRRS-
Feldisolate und der PRRS-Impfstdamme war auffallend, dass die mittleren
CT-Werte der Feldstamme signifikant niedriger und uneinheitlicher waren
als die mittleren CT-Werte der Impfstamme. Bei dem zur Verwendung
gekommenen virotype® PRRSV real-time-RT-PCR Testverfahren handelt
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es sich um eine nicht-quantitative PCR. POLSON et al. (2010) zeigen
jedoch, dass die Ergebnisse von nicht-quantitativen und quantitativen
PRRSV-PCR-Verfahren korrelieren und somit auch, dass anhand der
Hohe von nicht-quantitativen CT-Werten gewisse Rickschlisse auf die
Viruslast mdglich sind. ANGULO et al. (2011) zeigen weiterhin, dass ein
Absinken der PRRS-Viruslast mit einem Anstieg der CT-Werte assoziiert
ist. Des Weiteren untersuchten ANGULO et al. (2011) den Einfluss, den
eine PRRS-MLV-Implementierung auf die Hohe der CT-Werte von PRRS-
Feldvirus positiven Proben hat. Uber einen Untersuchungszeitraum von
zehn Monaten kam es durch die Etablierung der PRRS-MLV-Vakzinierung
zu einer signifikanten Erh6hung der CT-Werte und zu einer geringeren
Standardabweichung sowie zu einer Verringerung der Feldviruslast
(ANGULO et al., 2011). Die Hohe des CT-Werts kann laut ANGULO et al.

(2011) als relativer Indikator fir die Feldviruslast dienen.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurde der Verlauf eines Porzinen
Reproduktiven und Respiratorischen Syndrom Virus Ausbruchs in
Siuddeutschland untersucht, der durch PRRSV-infiziertes Sperma
ausgelost wurde. Hierfir wurden in 15 vom PRRS-Ausbruch betroffenen
Betrieben die PRRSV-assoziierten klinischen Anzeichen Uber einen
Zeitraum von sechs Monaten erfasst. Von diesen 15 Studienbetrieben
fuhrten acht Betriebe vor der PRRS-Ausbruchsphase keine
ImpfmalRnahmen gegen PRRS durch. Sieben Betriebe impften bereits vor
der Ausbruchsphase ihre Sauen alle vier Monate gegen PRRS. Bei den
PRRS-Impfbetrieben kam es zu einer signifikanten Reduktion der tot

geborenen Ferkel und der Saugferkelverluste.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit stellte der Nachweis des
Eberstation-PRRS-Feldisolats 12  Monate nach der PRRS-
Ausbruchsphase dar. Von den 15 Studienbetrieben etablierten alle
Betriebe wahrend der PRRS-Ausbruchsphase eine terminorientierte (alle
vier Monate) PRRS-Sauenimpfung. Sieben Betriebe flihrten zudem noch
eine Saugferkelimpfung gegen PRRS in der zweiten Lebenswoche ein. Es
wurde untersucht, inwiefern die PRRS-Feldviruspersistenz vom PRRS-
Impfschema und der betriebsspezifischen Hygiene beeinflusst wird.

Zur Erhebung des PRRSV-Infektionsstatus erfolgte eine Untersuchung
von Saugferkelserumproben (PCR) und Serumproben aus der mittleren-
und letzten Aufzuchtphase (PCR und ELISA). Von den 260 untersuchten
Serumproben waren 50,4 % im ELISA positiv. 37,4 % dieser serologisch
positiven Proben stammten von Ferkeln aus der mittleren Aufzuchtphase
und 62,6 % von Ferkeln aus der letzten Aufzuchtphase. Bei den PRRS-
Sauen-impfenden Betrieben wurden signifikant mehr seropositive
Serumproben in der letzten Aufzuchtphase als in der mittleren
Aufzuchtphase ermittelt. Auch bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden
Betrieben waren die meisten seropositiven Serumproben in der letzten
Aufzuchtphase zu finden, allerdings waren die Unterschiede in der

Haufigkeitsverteilung bei diesem Impfkonzept nicht signifikant. In 8,0 %
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(57/710) der 710 untersuchten Serumproben wurden PRRSV-spezifische
Genomfragmente mittels real-time-RT-PCR nachgewiesen. Von diesen
PCR-positiven Proben stammten 5,6 % von Saugferkeln, 6,9 % von
Ferkeln aus der mittleren Aufzuchtphase und 17,7 % von Ferkeln aus der
letzten Aufzuchtphase. Bei den PRRS-Sauen-impfenden Betrieben war
keine der Saugferkelserumproben in der real-time-RT-PCR PRRS-EU-
Stamm-positiv. Bei den PRRS-Sauen+Ferkel-impfenden Betrieben
konnten hingegen signifikant mehr PRRS-EU-Stamm  positive
Saugferkelserumproben nachgewiesen werden. In funf Betrieben (zwel
PRRS-Sauen-Impfbetriebe und drei PRRS-Sauen+Ferkel-Impfbetriebe)
konnte noch 12 Monate nach dem PRRS-Ausbruch das Eberstation-
PRRS-Feldisolat in der Ferkelaufzucht isoliert werden. Zusatzlich gelang
in zwei PRRS-Sauen+Ferkel-Impfbetrieben der Eberstation-PRRS-
Feldisolat-Nachweis bei den Saugferkeln. Der europaische Impfstamm
(Porcilis® PRRS) konnte lediglich in den PRRS-Sauen+Ferkel-
Impfbetrieben gefunden werden.

Die betriebsspezifische Hygiene betreffend konnte gezeigt werden, dass
alle Betriebe, in denen das Eberstation-PRRS-Feldisolat noch ein Jahr
nach der PRRS-Ausbruchsphase detektiert werden konnte, eine schlechte

Betriebshygiene aufwiesen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass durch die Impfung gegen PRRS
zwar ein klinischer Schutz vermittelt wird, es jedoch nicht méglich ist,
durch eine PRRS-Impfung einen durchgangigen und einheitlichen Schutz
vor Aborten zu gewdhrleisten. Ein weiteres Ergebnis der vorliegenden
Untersuchung ist, dass Feldstamme vor allem in der Ferkelaufzucht
zirkulieren und dass eine Impfung der Ferkel zwar die Kklinische
Erscheinung von PRRS kontrolliert, nicht jedoch die Zirkulation des
Feldstammes verhindern kann. Des Weiteren birgt eine schlechte
Betriebshygiene ein hohes Risiko fir eine PRRS-Feldviruspersistenz.
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VII SUMMARY

The present study examined the course of a Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome Virus outbreak by PRRSV-infected semen in
Southern Germany. Therefore, the PRRSV-associated clinical signs were
recorded in 15 affected farms over a time period of six months. Before the
PRRS-outbreak eight out of these 15 farms did not vaccinate against
PRRS. Seven farms vaccinated their sows every four months against
PRRS. On these PRRS-vaccinating farms a significant reduction of the
incidence of dead born piglets and losses of suckling piglets was

observed.

A further objective of the present study was to isolate the boar stud-PRRS-
field strain 12 months after the PRRS outbreak. All 15 study farms
established a PRRS-sow vaccination every four months during the PRRS
outbreak. Seven farms moreover initiated a suckling piglet vaccination
against PRRS in the second week of life. The influence of the PRRSV-
vaccination scheme and of the farm specific biosecurity on the PRRSV

field virus persistence was evaluated.

To determine the PRRSV-infection status, serum samples from suckling
piglets (PCR) as well as from pigs from the middle and the end of the
nursery period (PCR and ELISA) were examined. Out of the 260 tested
serum samples 50.4 % were positive in the ELISA. 37.4 % of the
serological positive samples originated from piglets from the middle of the
nursery period and 62.6 % from piglets of the end of the nursery period.
On the PRRS-sow vaccinating farms, significantly more seropositive
serum samples were detected in the end than in the middle of the nursery
period. On the PRRS-sow and piglet vaccinating farms seropositive serum
samples were mostly detected in the end of the nursery period. However,
the differences in the frequency distribution regarding this vaccination
scheme were not significant. In 8.0 % (57/710) of the 710 examined serum
samples, PRRSV-specific genomic fragments were detected by real-time-
RT-PCR. These PCR-positive samples originated in 5.6 % of the cases

from suckling piglets, in 6.9 % from pigs in the middle of the nursery period
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and in 17.7 % from pigs of the end of the nursery period. On the PRRS-
sow vaccinating farms none of the examined serum samples (suckling
piglets) were PRRS-EU-strain-positive in the real-time-RT-PCR. In PRRS-
sow and piglet vaccinating farms significantly more PRRS-EU-strain-
positive serum samples of the suckling piglets could be detected. In five
farms (two sow and piglet vaccinating farms and three sow vaccinating
farms) the boar stud PRRS-fieldstrain was detected in the nursery unit 12
months after the initial outbreak. In addition the boar stud PRRS-fieldstrain
was isolated in suckling piglets in two of the sow and piglet vaccinating
farms. The European PRRSV vaccine strain (Porcilis® PRRS) was only

isolated in sow and piglet vaccinating farms.

Regarding the farm specific hygiene it was shown that all farms in which
the boar stud PRRS-fieldstrain was detected one year after the initial
PRRS-outbreak phase had a bad biosecurity.

In conclusion, vaccination against PRRS mediates a clinical protection but
it is not able to provide a continuous and consistent protection against
abortion. Furthermore, the results of the present study show that field
strains circulate especially in the nursery unit. Piglet vaccination was able
to control the clinical outcome of PRRS. However, the circulation of the
field strain is not influenced by this piglet vaccination scheme. A bad farm
biosecurity additionally implicates a high risk for the PRRS-field strain

persistence.
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