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1 Einleitung

1.1 Historisches

Mitte Janner 1991 trat im Osten der Niederlande eine neue Schweinekrankheit auf, welche
sich rasant in Gebieten mit intensiver Schweinehaltung ausbreitete (Wensvoort et al. 1991).
Sie charakterisierte sich durch Spatabort und Totgeburten bei Sauen und durch Interstitielle
Pneumonie in Mastschweinen und Ferkeln (Wensvoort et al. 1991). Es war das Porzine
Respiratorische und Reproduktive Syndrom Virus (PRRSV), welches daraufhin das erste Mal
in Lelystad isoliert wurde und demnach auch Lelystad Virus genannt wurde (Wensvoort et al.
1991). Damals wurde schon vermutet, dass es sich um ein behilltes Virus handelt (Wensvoort
et al. 1991). AulRerdem gelang es die Krankheit experimentell zu reproduzieren und es konnte
herausgefunden werden, dass das Virus nur in porcinen Alveolarmakrophagen wachst
(Wensvoort et al. 1991).

PRRSV fuhrt zu hohen wirtschaftlichen Verlusten. Durchschnittlich sind das in den

Niederlanden 126 € pro Sau und Ausbruchsphase (Nieuwenhuis et al. 2012).

Schweine jeder Altersklasse sind empfanglich fur eine PRRSV Infektion, jedoch variiert das
klinische Erscheinungsbild stark in den unterschiedlichen Altersgruppen (van der Linden
2003). Zwei klinische  Verlaufsformen werden  grundsétzlich  unterschieden:
Reproduktionsstdérungen bei Sauen (Terpstra et al. 1991) und respiratorische Probleme,
welche hauptsachlich in der Aufzucht und Mast auftreten (Rossow et al. 1994). Das Virus kann
vertikal (Terpstra et al. 1991) sowie auch horizontal ibertragen werden (Bierk et al. 2001) und
wird mit allen Exkreten und Sekreten ausgeschieden (Wills et al. 1997). Die diaplazentare
Infektion der Feten wird als bedeutender Ubertragungsweg beschrieben, vor allem weil
intrauterin infizierte Ferkel Uber einen Zeitraum von zehn Wochen virdmisch sein kénnen
(Grole Beilage und Wendt 2013).

Bis heute ist die Herkunft des Virus nicht bekannt (Zimmerman et al. 2019). In den meisten
schweineproduzierenden Landern ist es mittlerweile endemisch verbreitet (Zimmerman et al.
2019). In Europa gelten folgende Lander als PRRS-frei: Norwegen (Grentvedt et al. 2015),
Finnland (Veijalainen und Tapiovaara 2000), Schweden (Carlsson et al. 2009) und die Schweiz
(Nathues et al. 2016).



1.2 Epidemiologie

Urspriinglich wurde PRRSV in zwei Genotypen unterteilt: der in Europa vorherrschende
Genotyp 1 (EU-Typ) und der in den USA verbreitete Genotyp 2 (US-Typ). Seit 2015 sind
PRRSV-1 und auch PRRSV-2 eigene Spezies (Adams et al. 2017). Ihre Nukleotidsequenzen
sind nur zu 63,4 % ident (Allende et al. 1999). PRRSV-1 kann in Subtypen 1, 2 und 3 unterteilt
werden (Stadejek et al. 2008). Auch PRRSV-2 kann man in unterschiedliche Gruppen
unterteilen (Shi et al. 2010). Beide Spezies, PRRSV-1 sowie auch PRRV-2 gehdren zu der
Gattung Betaarterivirus in der Familie der Arteriviridae in der Ordnung der Nidovirales (Adams
et al. 2017). Das PRRSV st ein behulltes Einzelstrang-RNA-Virus mit positiver Polaritat
(Zimmerman et al. 2019) und hat einen Durchmesser von 48-83 nm (Nanomenter) (Benfield
et al. 1992). Innerhalb der Spezies ist eine hohe genetische Diversitat vorhanden (Murtaugh
et al. 2010).

Folgende Informationen Uber in Osterreich zirkulierende Feldstamme wurden bereits
publiziert: eine vollstandige ORF6 und eine unvollstdndige ORF7 Sequenz von 2002 “DV*
(AF511526) (Revilla-Fernandez et al. 2005). 21 ORF5 Sequenzen aus 2005 : AY875853 —
AY875862, AY875853 — AY875862 (Indik et al. 2005). Sieben unvollstdndige ORF5 und
vollstdndige ORF7 Sequenzen von 2008 ORF5: "LA1 — LA10" (KC522616 — KC522622)
ORF7:"LA1 - LA10" (KF134447 — KF134453) (Jackova et al. 2012, Jackova et al. 2013). Drei
ORF7 Sequenzen von 2007 "AUT1 — AUT3" (GU930371 - GU930373) (Balka et al. 2010).
Eine ORF5 und eine ORF7 Sequenz aus 2013 “AUT13-883“ (KT326148) und eine ORF5 und
ORF7 Sequenz aus 2014 “AUT14-440" (KT334375) (Sinn, Zieglowski et al. 2016). Aulerdem
eine ORF2-7 Genom Sequenz aus 2015 “AUT15-33" (KU494019) (Sinn, Klingler et al. 2016).

1.3 Pathogenese

Nach oraler, intranasaler, intravendser oder intrauteriner Infektion repliziert sich das Virus in
lokalen Zellen wie Alveolarmakrophagen oder Gewebsmakrophagen. Die Viramie beginnt sehr
schnell nach der Infektion und kann bis zu vier Wochen dauern (Murtaugh und Genzow 2011).
Nach diesem akuten Stadium wird die Infektion persistent (Bierk et al. 2001). Das Virus
repliziert sich, hauptsachlich im Lymphgewebe und kann fir mindestens 2 Monate nach der

Infektion Ubertragen werden (Bierk et al. 2001).

Der Prozess der diaplazentaren Infektion von Feten und anschliel3ender fetaler Tod oder Abort
ist bis jetzt nicht vollstandig geklart (Karniychuk und Nauwynck 2013). PRRSV durchquert die



Plazenta nur in der spaten Trachtigkeit (Karniychuk und Nauwynck 2013). Potentielle Grunde
wie z.B. zu wenige anfallige Zellen in der Plazenta oder Faktoren, die vor PRRSV Replikation
im Endometrium schutzen, mussen erst bewiesen werden (Karniychuk und Nauwynck 2013).
Die durch PRRSV hervorgerufenen Reproduktionsstérungen in der spaten Trachtigkeit,
kénnen noch nicht vollstandig erklart werden, es scheint aber eher ein Effekt der
Gewebeschadigung in der Plazenta zu sein als ein direkter Effekt von Virus Wachstum im
Fetus (Karniychuk und Nauwynck 2013). Eine mogliche Erklarung kénnte sein, dass es durch
die Virusreplikation im fetalen Teil der Plazenta zu Schadigung des Mesenchyms kommt.
Apoptose und Nekrose der Infizierten Zellen fihren zu Degeneration der fetalen Plazenta
wodurch sich der Fetus nicht normal entwickeln kann (Karniychuk und Nauwynck 2013). Es

ist aber regelmaflig PRRSV Virus in den Feten nachzuweisen (Malgarin et al. 2019).

1.4 Kilinik

Das klinische Erscheinungsbild zeigt sich von asymptomatisch bis seuchenhaft und hangt von
vielen Faktoren ab, wie der Virulenz des Virusisolates (Tian et al. 2007), dem Alter der
betroffenen Tiere (van der Linden et al. 2003), dem Immunstatus der Tiere (Wensvoort 1993),
und Co-Infektionen (Harms et al. 2001).

1.4.1 Reproduktionsstérungen

Eine Infektion mit dem PRRSV-Virus kann zu Reproduktionsstérungen in der friihen und auch
in der spaten Trachtigkeit fuhren (Ladinig et al. 2014). In der Fruhtrachtigkeit kommt es zu
Fruchttod (Prieto et al. 1997), in der spaten Phase der Trachtigkeit kommt es zu Spéataborten,
verkurzten Trachtigkeiten, mumifizierten Ferkeln und fetalem Tod. Auch treten
lebensschwache, von Geburt an infizierte Ferkeln mit erhdhter Sterblichkeit auf (Mengeling et
al. 1994). Vermehrtes Umrauschen bei Sauen (Alexopoulos et al. 2005) sowie verlangerte

Trachtigkeit (Terpstra et al. 1991) kommen ebenfalls vor.

Neben den klassischen Anzeichen einer systemischen Erkrankung wie Anorexie und erhdhter
innerer Koérpertemperatur (Yaeger et al. 1993), kann es infolge einer PRRSV-Infektion von

Ebern zur Reduktion der Samenqualitat kommen (Prieto et al. 1996).

1.4.2 Respiratorische Stérungen
Die Infektion mit PRRSV ahnelt in der Mast und bei Absetzferkeln anderen respiratorischen
Erkrankungen (Thacker 2001). Sie ist gekennzeichnet durch erhéhte innere Kdrpertemperatur,

Niesen, Dyspnoe , Husten, Lethargie (Rossow et al. 1994), verminderte Gewichtszunahme



(Klinge et al. 2009) und vermehrte Co-infektionen (Wills et al. 2000). PRRSV ist auflerdem am
porcine repiratory disease complex (PRDC) beteiligt (Thacker 2001).

Eine akute PRRSV-Infektion kann sich unterschiedlich du3ern: Apathie, Blasse, Schwache,
vereinzelt Muskelzittern, Gratschen und respiratorische Stérungen nach intrauteriner Infektion
(Terpstra et al. 1991) sowie Anorexie, Zyanosen (Stevenson et al. 1993), Fieber (Pol et al.
1991), Diarrhoe, periokuldre Odeme, zentralnervdse Stérungen (Rossow 1998) sowie deutlich

erhdhte Mortalitatsraten (Terpstra et al. 1991).

1.5 Das Genom
Das Genom ist 13 - 16 kb (Kilobasenpaare) lang und enthalt mindestens zehn offene
Leserahmen ORFs (open reading frames) (Firth etal. 2011). ORF1a und ORF1b machen 75 %

des Genoms aus und kodieren die Nichtstrukturproteine (Fang und Snijder 2010).

Der Replikationsprozess beginnt mit der Translation von ORF1a und ORF1b durch
Wirtsribosomen. Nach der autokatalytischen Spaltung bilden die Nichtstrukturproteine
membranassoziierte Replikations- und Transkriptionskomplexe, die das Virusgenom
amplifizieren und die subgenomischen mRNAs synthetisieren. Zuerst werden vollstandige und
subgenomische RNA-Moleklle mit negativer Polaritat hergestellt, dann werden sie in ein
positives virales Genom und in subgenomische mRNAs transkribiert. Die charakteristischen
subgenomischen mRNAs werden anschlieBend in die Strukturproteine Ubersetzt. Das
Nucleocapsid wird aus Moleklilen zusammengesetzt, die das positiv wahrgenommene
Virusgenom binden und dann an intrazelluldaren Membranen knospen. Hierdurch erhalt es
seine Hulle, die aus den anderen Strukturproteinen besteht. Die hachkommenden Virionen

werden durch Exozytose freigesetzt (Faaberg 2008) (Yun und Lee 2013).
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Abb. 1
Schematische Darstellung des PRRS-Virusgenoms (15 kb) (Sinn, Zieglowski et al. 2016).
1.6 Erregeriibertragung

Die Infektion mit PRRSV wurde im Tierversuch bei Schweinen auf verschiedene Arten

herbeigefuhrt: intramuskular (Cano et al. 2009), perkutan (Baker, SR et al. 2012), intranasal



(Wills et al. 1997), intravends (Mengeling et al. 1994) intrauterin (Christianson et al. 1992) und
vaginal also (iber Samen (Gradil et al. 1996). Es ist abhangig vom Ubertragungsweg, welche
minimale Dosis nétig ist, um eine Infektion auszulésen (Hermann et al. 2005). Bei
intramuskularer Injektion sind weniger als 1022TCIDso/ml (Tissue Culture Infection Dose
50/Milliliter) notig, bei intranasaler Infektion 10*°TCIDso/ml und bei oraler Infektion
1053TCIDso/ml (Hermann et al. 2005).

Innerhalb von zwdlf Stunden post infectionem nach experimenteller oronasaler Infektion
kommt es zur Virdmie und ein positiver Erregernachweis in Tonsillengewebe, Makrophagen

der Lunge und in der Nasenschleimhaut ist méglich (K. D. Rossow et al.).

1.6.1 Vertikale Ubertragung

PRRSV kann diaplazentar von der Sau auf ihre Feten lbertragen werden, was unter anderem
zu fetalem Tod und zu lebensschwachen Ferkeln flhrt (Terpstra et al. 1991). Die intrauterine
Ubertragung wir gehauft in der spaten Trachtigkeit beobachtet (Kranker et al. 1998) ist aber
wahrend aller Trachtigkeitsstadien méglich (Christianson et al. 1993). Die Ubertragung des
Virus post partum von den Sauen auf ihre Ferkel erfolgt Gber ihre Milch (Cano et al. 2009) oder
Uber alle anderen Ex- und Sekrete (Christianson et al. 1993, Wills et al. 1997)

1.6.2 Horizontale Ubertragung
Direkte Ubertragung

Da das Virus mit allen Ex- und Sekreten ausgeschieden wird, stellen diese potentielle
Ubertragungswege dar (Christopher-Hennings et al. 1995, Jane Christopher-Hennings et
al.1995, Wills et al. 1997). Die Ausscheidungsdauer variiert stark zwischen den
Korperflissigkeiten und die Ausscheidung ist intermittierend (Wills et al. 1997). PRRSV kann
mittels Virusisolation 35 Tage p. i. (post infectionem) im Trachealsekret, 14 Tage p. i. im Urin
und 42 Tage p. i. im Speichel nach intranasaler Infektion nachgewiesen werden (Wills et al.
1997). Christopher-Hennings et al. 1995 gelingt es an Tag 92 p. i. das Virus in Sperma zu
detektieren. Aus Nasensekret kann das Virus bis zum 35. Tag p. i. isoliert werden (Wills et al.

1997). Bei Kot gibt es unterschiedliche Ergebnisse.
Indirekte Ubertragung

PRRSV kann durch belebte und unbelebte Vektoren Ubertragen werden (Baker, SR et al.
2012, Otake et al. 2003). Baker, SR et al. 2012 gelingt es das Virus von infizierten auf naive

Schweine durch ungereinigte Injektionskanulen zu Ubertragen. Auch durch intradermales



Impfen kann das Virus ubertragen werden (Baker, SR et al. 2012). Ungentgend gereinigt,
getrocknet und desinfizierte Transportfahrzeuge stellen auch eine potentielle Infektionsquelle
dar (Dee et al. 2004). Aerogene Ubertragung Uber gréRere Distanzen ist nicht eindeutig
geklart. Einfache HygienemalRnahmen wie Wechsel der Stallkleidung und Stiefel sowie
Handewaschen reichen aus, um die Ubertragung zwischen Stallabteilen zu verhindern (Otake,
Dee, Rossow, Deen et al. 2002). Musca domestica (Hausfliegen) (Otake et al. 2003) und
Aedes vexans (Moskitos) (Otake, Dee, Rossow, Moon et al. 2002) kénnen belebte Vektoren

sein.

1.7 Diagnostik
Zur Bestatigung eines Verdachts einer PRRSV-Infektion wird ein direkter Erregernachweis

empfohlen (Zimmerman et al. 2019).

1.7.1 Direkter Erregernachweis

Fir den direkten Erregernachweis eignen sich BALF (bronchoalveolar lavage fluid),
Tonsillenproben, Lymphknoten, Lungengewebe, oropharyngeale Geschabsel (Horter et al.
2002), Serumproben, OFS (oral fluid samples) (Wills et al. 1997), Fleischsaft (GroRe Beilage
und Wendt 2013) und Spermaproben (Christopher-Hennings et al. 1995).

Folgende Verfahren stehen fiir den Nachweis des PRRS-Virus zur Verfigung: Die traditionelle
Virusisolierung mit Hilfe von Zellkulturen (Wensvoort et al. 1991), IHC (Immunhistochemie)
(Rossow et al. 1996), dFA (direct fluorescent antibody) an gefrorenen Lungen (Rossow et al.
1995) wird kaum mehr verwendet. Die Regel ist der spezifische PRRSV-Genomfragmente
Nachweis durch: RT-PCR (Mardassi et al. 1994), real-time RT-PCR (Kleiboeker et al. 2005)
und seltener ISH (In-situ-Hybridisierung) (Larochelle et al. 1996). Zum Nachweis von PRRSV
mit RT-PCR (Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion) wird vor allem das ORF7
verwendet, da dies der am hochsten konservierte Bereich ist (Grol3e Beilage und Wendt 2013).
Der ORFS5 Bereich ist sehr variabel und dient deshalb zu phylogenetischen Analysen

(Zimmerman et al. 2019).



1.7.2 Indirekter Erregernachweis

Da nicht zwischen Impfantikérpern, maternalen Antikdrpern oder Antikdrpern durch
Feldinfektion unterschieden werden kann, wird die Serologie vor allem dazu genutzt um den
Status von ungeimpften Herden zu ermitteln (Gerber et al. 2014, Zimmerman et al. 2019). In
der Routinediagnostik wird ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) als Mittel der
Wahl fir serologische Nachweisverfahren benutzt (Ge et al. 2019). Aulerdem waren noch
folgende serologische Testverfahren mdglich: Serumneutralisationstest (Yoon et al. 1994),
Immunchromatographie (Li et al. 2017), IFAT (indirect fluorescent antibody test) (Langenhorst
et al. 2012) und IPMA (immunoperoxidase monolayer assay) (OIE - World Organisation for
Animal Health 2012).

1.8 Bekampfung

Die Prophylaxe bei PRRSV ist sehr wichtig, da es keine spezifische Therapie gibt, sondern
nur symptomatisch Behandelt werden kann.(Zimmerman et al. 2019).Impfungen (Linhares et
al. 2012) und strenge Biosecurity sind wichtige Mallnahmen um Schweine vor einer PRRSV-
Infektion zu schitzen. (Cho und Dee 2006) Die hohe Variabilitdt des Virus und die
persistierende Infektion der Tiere stellen dabei eine grole Herausforderung in Bezug auf
Kontrolle und Elimination der PRRSV-Infektion dar. (Zimmerman et al. 2019) Zukauf neuer
Tiere sollte daher nur aus anerkannt freien Betrieben erfolgen, um die Kontamination eines
gesunden Bestandes zu vermeiden. (Sinn, Leonie J. 2016) AuRerdem sollten
Hygieneregelungen im Stallmanagement fur Personal und Fahrzeuge berlcksichtigt werden
(Cho und Dee 2006).

Inaktivierte und auch attenuierte Vakzine stehen auf dem &sterreichischen Markt zur
Verfugung. Sie kdnnen keinen Schutz vor der Infektion garantieren, sondern bewirken eine
Reduktion des Krankheitsverlaufes, eine verkurzte Viramiedauer und eine verringerte

Virusausscheidung (Kimman et al. 2009).

1.8.1 Impfungen bei Sauen

Bei Sauen werden PRRS-Impfungen durchgeflihrt um Reproduktionsstérungen vorzubeugen
und zur Stabilisierung der Herde im Hinblick auf PRRSV-induzierter respiratorischer
Erkrankungen beim Ferkel (GroRe Beilage und Wendt 2013). Ubliche Impfschemata
empfehlen eine Impfung alle 3-5 Monate oder am 60. Trachtigkeitstag und am 6. Tag nach der
Geburt (GrolRe Beilage und Wendt 2013).Dies bedeutet, dass die Sauen bis zu viermal im Jahr

geimpft werden. Fir Sauen sind inaktivierte als auch attenuierte Vakzinen zugelassen.



1.8.2 Impfungen bei Ebern
Fir Eber gibt es derzeit keine zugelassenen Impfstoffe (GroRe Beilage und Wendt 2013).

1.8.3 Impfung bei Ferkeln

Fur Ferkel sind ausschliellich attenuierte Impfstoffe zugelassen (GrolRe Beilage und Wendt
2013). Laut GroRRe Beilage und Wendt 2013 ist es am besten, die Ferkel in der 4. bis 6.
Lebenswoche, nach dem Rickgang der maternalen Antikdrper zu Impfen. Mittlerweile gibt es
allerdings einen neuen Impfstoff, der schon ab dem ersten Lebenstag zugelassen ist (Balasch
et al. 2018).

1.9 Konzept der Arbeit

In dieser Arbeit wurden PRRSV positive Proben, die im Zeitraum vom Janner 2017 bis Februar
2019 am Institut fir Virologie der Veterindrmedizinischen Universitat Wien eingingen, nach
Bundeslandern sortiert und im ORF7 Bereich sequenziert. Mit Hilfe der phylogenetischen
Typisierung wurde bestimmt, welchen, in der NCBI GenBank publiziertenPRRSV Stammen
Osterreichische Viren im Zeitraum 2017/2018 ahnlich sind und wie sie sich auf die

Bundeslander Osterreichs verteilen.

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Probenmaterial

Von der Virologie der Vetmeduni Vienna wurden PRRSV positive Proben tber den Zeitraum
2017 bis Februar 2019 zu Verfugung gestellt, welche zu diagnostischen Zwecken von der
Universitatsschweineklinik der Vetmeduni Vienna an die Virologie geschickt wurden um den
PRRSV Status von verschiedenen Betrieben zu bestimmen. Es wurden nur Proben

bertcksichtigt, von denen bereits Nukleinsdureextrakte vorlagen.

2.1.2 Verwendete Kits

Tab. 1

Kit Hersteller




QIAamp Viral RNA Mini QlAcube Kit Qiagen, Deutschland
OneTag® One-Step RT-PCR Kit New England Biolabs,USA
QlAxcel DANN Screening Kit (2400) Qiagen, Deutschland

Quantum Prep® PCR Kleen Spin Columns | Bio-Rad, USA

Mix2Seq Kit Eurofins, Deutschland

2.1.3 Primer
Fir die PRRSV ORF7 RT-PCR wurden folgende Primer verwendet:

forward primer (PRS133): 5'-ATGGCCAGCCAGTCAATC-3"
reverse primer (PRS134): 5-TCGCCCTAATTGAATAGGTG-3'

2.2 Methoden
2.2.1 RNA Extraktion

Wenn die Organ- oder Serumproben nicht sofort bearbeitet werden konnten, wurden sie zuerst
bei -80°C eingefroren. Eine 1 %ige Organ-Suspension in phosphatgepufferter
Kochsalzlésung, wurde mittels TissueLyser der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland)
hergestellt, fur 10 sec. gevortext und bei 13000 rom 1 min  zentrifugiert. 140 yl des

Uberstandes wird fiir die Nucleinsaureextraktion verwendet.

Fir die Nucleinsdure Extraktion wurde das QIAamp Viral RNA Mini QlAcube Kitder Firma
Qiagen (Deutschland) laut den Anweisungen des Herstellers verwendet. Wenn die Extrakte

nicht sofort verwendet wurden, wurden sie bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.2 RT-PCR

Mittels RT-PCR ist es mdglich sehr kleine Mengen an DNA bzw. RNA zu vervielfaltigen. Dazu
bendtigt man Primer, ein Template, eine Polymerase, Desoxyribonucleosidtriphosphate und
einen Puffer. Die RT-PCR findet in einem Thermocycler statt. Der erste Schritt ist die
Denaturierung der DNA. Dabei werden durch Hitze die Wasserstoffbrickenbindungen der

DNA gel6st. Danach kommt das Annealing, hier lagern sich die Primer an ihre Bindungsstellen
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der Einzelstrange an. Die letzte Phase ist die Elongation, hier bildet die Polymerase
ausgehend von den Primern mit Desoxyribonucleosidtriphosphaten eine komplemetare Kopie
der Matritze. Diese drei Schritte werden im Thermocycler immer wieder wiederholt. In dieser
Arbeit 45 mal.

Bei der RT-PCR erfolgt die Amplifikation von RNA-Sequenzen nach der Umschreibung der
RNA in einzelstrangige cDNA. Zur Durchfuhrung der RT-PCR wurde die RNA laut Protokoll
des OneTag® One-Step RT-PCR Kit (New England Biolabs) aufbereitet. Dazu wurde der

Mastermix mit 22,5 ul pro Probe wie folgt hergestellt:

Tab. 2
one taq one-step reaction mix 12,5 pl
RNAse freies H,O 8,5 ul
one taq ine-step enzyme mix 1l
Primergemisch F(40 ym) R(40 pm) 0,5 pl
Template 2,5 ul

Zur Durchfiihrung der RT-PCR wurden folgende Gerateeinstellungen vorgenommen:

Tab. 3
Schritt Temperatur Dauer Zyklenanzahl
cDNA-Synthese 48 °C 20 min 1
RT-Inaktivierung 94 °C 1 min 1
Denaturierung 94 °C 15 sec
Annealing 54 °C 30 sec 45
Elongation 68 °C 30 sec
Dissoziation 68 °C 5 min 1

Zusatzlich zu den Proben wurden auch negativ Kontrollen untersucht. Diese wurden mit den
Proben mitextrahiert und dienen dem Ausschluss einer Kreuzkontamination im Zuge der
Extraktion und der RT-PCR.
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2.2.3 Kapillar-Elektrophorese mit QIAxcel
Mit Hilfe des QIAxcel-System (Qiagen) werden die Amplifikate aus der RT-PCR mit
Gelkartuschen vollautomatisch aufgetrennt. Die Daten kdnnen entweder in einem

Elektropherogramm oder in einer Gelbildansicht dargestellt werden.

Die Kapillarelektrophorese ist eine tragerfreie elektrophoretische Trennmethode. Die
Trennung der Analyte erfolgt in Glaskapillaren. Hauptkomponenten der Kapillar-Elekrophorese
sind eine Elektrophoresekammer, welche die Kapillare enthalt, 2 Pufferreservoire, in welche
die Kapillare eintaucht, eine Hochspannungsquelle, welche Uber 2 Platin-Elektroden mit den
PuffergefalRen verbunden ist, ein Detektor sowie ein Datenerfassungssystem. Durch ein
hydrodynamisches Injektionssystem werden die Analyte in die elektrolytgefilite Kapillare
injiziert. Durch das Anlegen einer hohen Feldstarke wandern die Analyte entsprechend ihrer
elektrophoretischen Mobilitat in diskreten Banden durch die Kapillaren und kdnnen registriert

werden.

2.2.4 Direkte Aufreinigung der RT-PCR-Produkte fiir die Sequenzierung

Die direkte Aufreinigung der RT-PCR-Produkte dient der Entfernung von tUberschissigen RT-
PCR-Reagenzien wie Enzymen und Nukleotiden aus den RT-PCR-Produkten und ist die
Voraussetzung flur die nachfolgende Sequenzier-PCR. Die Aufreinigung wurde laut Anleitung
des Herstellers mit den Quantum Prep® PCR Kleen Spin Columns von der Firma ,BIO-RAD*
durchgefuhrt. Zuerst wurden die Spin Columns kurz gevortext, danach bei 3600 rpm 1 min
abzentrifugiert. AnschlielRend wurde das Collection Tube entleert und der Vorgang wiederholt.
Die Eppendorftubes wurden mit Proben-Nummern beschriftet. Dann wurden die Collection
Tubes verworfen und die Spin Columns in die beschrifteten Eppendorftubes Uberfihrt. Die
PCR-Produkte wurden auf die Filter pipettiert ohne diese dabei zu durchstechen.
AnschlieRend wurden die Spin Columns mit den PCR-Produkten bei 3600 rpm fir 2 min
zentrifugiert. Dann wurden die Spin Columns nicht mehr gebraucht und kénnen verworfen

werden.

2.2.5 Sequenzierung

Bei nur schwach positiven Proben wurden 15 yl PCR-Produkt und 2 pl Primer PRRSV ORF7
(10mM) verwendet. Fur die restlichen positiven Proben wurden 10 yl PCR-Produkt, 5 pl
RNase freies H>O und 2 yl Primer PRRSV ORF7 (10 mM) verwendet. Die beschriebenen

Komponenten wurden in das ,Mix2Seq Kit“ der Firma Eurofins pipetiert und verschickt. Die
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Sequenzierung wurde von der Firma Eurofins durchgefihrt. Die Sequenzen wurden mit

BioEdit und CLC Sequence Viewer (Qiagen) analysiert.

2.2.6 Auswertende Verfahren

Die erhobenen Daten wurden durch die Verwendung von Microsoft Office Excel 2010 und dem
Programm ,CLC Sequence viewer‘ (Qiagen,USA) analysiert und mit dem Programm
Nucleotide BLAST des National Center for Biotechnology Information (USA) wurden die
Sequenzen mit Sequenzen der NCBI-Gendatenbank verglichen. Anschliellend wurde ein
phylogenetischer Baum nach der Neighbor-joining method ebenfalls mit dem Programm ,CLC

Sequence viewer“ (Qiagen,USA) erstellt.

3 Ergebnisse

Ziel der Arbeit war eine vergleichende Zusammenstellung der PRRSV lIsolate, die im Zeitraum
2017-2019 am Institut flr Virologie eingegangen sind. Zu Beginn meiner Arbeit wurde die
Probendatei der Virologie nach positiven PRRSV Proben im Zeitraum vom 1. Janner 2017 bis
28. Februar 2019 durchsucht. Die positiven Proben wurden in einer Excel Liste dokumentiert
und nach Bundeslandern sortiert. AuRerdem wurde dazu notiert, ob von dieser Probe bereits

eine ORF7 Sequenz, eine ORF5 Sequenz oder keine Sequenz vorhanden war.

Insgesamt waren von Janner 2017 bis Februar 2019 244 als PRRSV positiv befundene Proben
am Institut fir Virologie eingegangen. Davon 150 im Jahr 2017, 82 im Jahr 2018 und zwolf in
den Monaten Janner und Februar 2019. Von den 244 Proben wurden bei 31 bereits eine ORF7
Sequenzierung durchgefuhrt und bei 35 eine ORF5 Sequenzierung. Die Herkunft aus den
Bundeslandern ist in Abb. 4 dargestellt: Steiermark 94, Karnten 9, NO (Niederdsterreich) 48,
0O (Oberésterreich) 83, Burgenland 3, Salzburg 4, Tirol 1, Wien 2.
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PRRSV positive Proben

mStmk = Kirnten =NO =00 w=Burgenland = Salzburg = Tirol = Wien

Abb. 2:

3.1 ORF7 sepzifische RT PCR
Aus den 244 Proben wurden 78 ausgewahlt, die in der diagnostischen PCR eine deutliche

Bande erzeugten und die bislang nicht im ORF7 Bereich sequenziert worden sind.

Die bei -80 °C gelagerten Extrakte dieser 78 Proben wurden aufgetaut und als Template fur
eine ORF7 spezifische RT-PCR gemall dem Standardprotokoll verwendet.

3.2 Ergebnisse der Kapillar-Elektrophorese mit QlAxcel

Die Elektrophorese mit dem QlAxcel lie® bei 59 der 78 Proben eine deutliche Bande, erkennen
bei zehn Proben entstand nur eine schwache Bande und bei lediglich neun Proben entstand
keine Bande (Abb.3). Diese neun Proben wurden anschliefend auch nicht zur Sequenzierung
verwendet. Aus Tabelle 4 kann entnommen werden, welche Probe welche Nummer im
QlAxcel hatte und ob eine Bande entstand.



Tab. 4

Bundesland QlAxcel Nummer Proben Nummer Bande
NO 1 103/17 ja
NO 2 622/17 ja
NO 3 1306/17 ja
NO 4 1314/17 nein
NO 5 1412/17 ja
NO 6 1610/17 ja
NO 7 633/17 ja
NO 8 1380/18 ja
9 Positivkontrolle ja
NO 10 1402/18 ja
NO 11 1671/18 ja
NO 12 2185/18 schwach
NO 13 2489/18 ja
Stmk (Steiermark) 14 35/17 nein
Stmk 15 302/17 ja
Stmk 16 523/17 ja
Stmk 17 528/17 ja
18 Negativkontrolle nein
Stmk 19 641/17 ja
Stmk 20 672/17 schwach
Stmk 21 703/17 ja
Stmk 22 747117 ja
Stmk 23 904/17 schwach
Stmk 24 1084/17 ja
Stmk 25 1107/17 nein
Stmk 26 1328/17 zu hoch
27 Positivkontrolle ja
Stmk 28 192/18 ja
Stmk 29 297/18 ja
Stmk 30 354/18 ja
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Stmk 31 723/18 ja
Stmk 32 1552/18 ja
Stmk 33 1720/18 ja
Stmk 34 2379/18 ja
Stmk 35 86/19 ja
36 Negativkontrolle nein
00 37 4/17 nein
00 38 10/17 nein
00 39 11017 ja
00 40 155/17 ja
00 41 323/17 schwach
00 42 586/17 schwach
00 43 740/17 ja
00 44 743/17 ja
00 45 838/17 nein
00 46 864/17 ja
00 47 874/17 ja
48 Positivkontrolle ja
00 49 952/17 ja
00 50 997/17 ja
00 51 1041/17 ja
00 52 1049/17 ja
00 53 1311/17 ja
00 54 1672/17 ja
00 55 1703/17 ja
00 56 1860/17 ja
57 Positivkontrolle ja
00 58 1877/17 nein
00 59 31/18 ja
00 60 98/18 ja
00 61 135/18 ja
00 62 196/18 schwach
00 63 554/18 ja
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00 64 598/18 ja

00 65 641/18 ja

00 66 813/18 schwach
00 67 1022/18 ja

00 68 1027/18 ja

00 69 1049/18 ja

00 70 1204/18 ja

00 71 1317/18 ja

00 72 1318/18 schwach
00 73 1674/18 schwach
00 74 1892/18 schwach
00 75 1963/18 ja

00 76 2280/18 ja

00 77 76/19 ja
Karnten 78 1014/17 nein
Karnten 79 18/18 ja
Karnten 80 330/18 ja
Burgenland 81 432/18 ja
Salzburg 82 30/17 ja
Salzburg 83 780/17 ja

Tirol 84 314/17 nein
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Abb. 3

Exemplarische Darstellung des Ergebnisses des QlAxcel: Die Proben 73, 74, 75, 76, 77, 79,
80, 81, 82, weisen PCR Produkte auf., die anschlielend sequenziert wurden., 78 und 84 waren
negativ.

3.3 Ergebnisse des Nucleotide BLAST Programmes

Die von der Sequenzierung (Eurofins) erhaltenen Elektropherogramme wurden mit dem
Programm BioEdit Sequence Alignement Editor betrachtet und der zuverlassige Sequenzteil
ausgewahlt. AnschlieBend wurde dieser Teil mit dem Programm Nucleotide BLAST des

National Center for Biotechnology Information (USA) mit der NCBI-Gendatenbank verglichen.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die prozentuelle Ubereinstimmung der sequenzierten Proben
mit PRRS-Stdmmen aus der GenBank.
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Tab. 5
Bundesland | Proben Nummer | Groldte Trivialname ldent
Ubereinstimmung
NO 103/17 KC862573,1 DK-2008-10-5-2 94,52 %
NO 622/17 KU494019,1 AUT15-33 98,52 %
NO 1306/17 KU494019,1 AUT15-33 98,52 %
NO 1412/17 KT326148,1 AUT13-883 93,47 %
NO 1610/17 KU494019,1 AUT15-33 98,52 %
NO 633/17 KU494019,1 AUT15-33 98,22 %
NO 1380/18 KU494019,1 AUT15-33 98,81 %
NO 1402/18 KU494019,1 AUT15-33 98,81 %
NO 1671/18 MG251835,1 EuroViet-03 100,00 %
NO 2185/18 KR296711,1 14432/2011 92,58 %
NO 2489/18 KF991509,2 Porcilis PRRS 100,00 %
Stmk 302/17 KU494019,1 AUT15-33 99,40 %
Stmk 523/17 KU494019,1 AUT15-33 99,41 %
Stmk 528/17 KU494019,1 AUT15-33 98,22 %
Stmk 641/17 KT988004,1 Ingelvac PRRSFLEX | 100,00 %
EU
Stmk 672/17 KT988004,1 Ingelvac PRRSFLEX | 100,00 %
EU
Stmk 703/17 KT988004,1 Ingelvac PRRSFLEX | 100,00 %
EU
Stmk 747117 KU494019,1 AUT15-33 100,00 %
Stmk 904/17 KC862570,1 ESP-1991-Olot91 97,98 %
Stmk 1084/17 KU494019,1 AUT15-33 99,40 %
Stmk 192/18 KU494019,1 AUT15-33 98,22 %
Stmk 297/18 KF991509,2 Porcilis PRRS 99,41 %
Stmk 354/18 KU494019,1 AUT15-33 99,71 %
Stmk 723/18 KU494019,1 AUT15-33 97,01 %
Stmk 1552/18 KU494019,1 AUT15-33 97,61 %
Stmk 1720/18 KU494019,1 AUT15-33 97,62 %
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Stmk 2379/18 KU494019,1 AUT15-33 96,42 %
Stmk 86/19 EU076704,1 HKEU16 95,55 %
00 110/17 KC862574,1 DK-2012-01-05-2 94,93 %
00 155/17 KF991509,2 Porcilis PRRS 94,03 %
00 323/17 KF991509,2 Porcilis PRRS 95,10 %
00 586/17 KT326148,1 AUT13-883 94,81 %
00 740/17 KU494019,1 AUT15-33 93,24 %
00 743/17 KC862573,1 DK-2008-10-5-2 94,33 %
00 864/17 KU494019,1 AUT15-33 99,70 %
00 874/17 KU494019,1 AUT15-33 97,91 %
00 952/17 KF991509,2 Porcilis PRRS 94,93 %
00 997/17 KC862573,1 DK-2008-10-5-2 92,54 %
00 1041/17 MG251835,1 EuroViet-03 99,39 %
00 1049/17 KT257944,1 14-60 US Stamm 96,69 %
00 1311/17 GU067771,1 Amervac PRRS 100,00 %
00 1672/17 KU494019,1 AUT15-33 99,70 %
00 1703/17 FJ349261,1 KNU-07 94,93 %
00 1860/17 DQ489311,1 SDO01-08 91,10 %
00 31/18 GU067771,1 Amervac PRRS 99,41 %
00 98/18 GU067771,1 Amervac PRRS 99,40 %
00 135/18 KT988004,1 94881 99,38 %
00 196/18 KU494019,1 AUT15-33 99,4 %
00 554/18 DQ489311,1 SD01-08 93,43 %
00 598/18 KY434184,1 D40 92,84 %
00 641/18 KT988004,1 Ingelvac PRRSFLEX | 100,00 %
EU
00 813/18 KU494019,1 AUT15-33 98,84 %
00 1022/18 GuU067771,1 Amervac PRRS 99,10 %
00 1027/18 KT334375,1 AUT14-440 95,85 %
00 1204/18 KY129805,1 NOE nucleocapsid | 97,68 %
protein gene

00 1317/18 KF991509,2 Porcilis PRRS 93,75 %
00 1318/18 KF991509,2 Porcilis PRRS 93,77 %
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00 1674/18 KU494019,1 AUT15-33 97,99 %
00 1892/18 KY434184,1 D40 92,60 %
00 1963/18 MG251835,1 EuroViet-03 100,00 %
00 2280/18 KT334375,1 AUT14-440 92,84 %
00 76/19 KU494019,1 AUT15-33 98,81 %
Kéarnten 18/18 KC862574.1 DK-2012-01-05-2 92,75 %
Kérnten 330/18 KC862570,1 ESP-1991-Olot91 94,02 %
Burgenland 432/18 KC862574,1 DK-2012-01-05-2 92,80 %
Salzburg 30/17 KF991509,2 Porcilis PRRS 95,39 %
Salzburg 780/17 KU494019,1 AUT15-33 98,21 %

Von den 67 sequenzierten Proben hatten im Bereich der ORF7 Sequenz drei Proben gréfite
Ahnlichkeit zu ,DK-2008-10-5-2“ (KC862573,1), 26 Proben hatten gréRte Ahnlichkeit zu
LAUT15-33“ KU494019,1, 2 Proben hatten groRte Ahnlichkeit zu ,AUT13-883“ (KT326148,1),
drei Proben hatten gréRte Ahnlichkeit zu ,EuroViet-03“ (MG251835,1), eine Probe hatte grofte
Annlichkeit zu ,14432/2011* (KR296711,1), acht Proben hatten groRte Ahnlichkeit zu dem
Impfstoff ,Porcilis PRRS* der Firma MSD (USA) (KF991509,2), finf Proben hatten gréfte
Annlichkeit zu dem Impfstoff ,Ingelvac PRRSFLEX EU“ der Firma Bohringer Ingelheim
(Deutschland), 2 Proben hatten groBte Ahnlichkeit zu ,ESP-1991-Olot91“ (KC862570,1), eine
Probe hatte gréRte Ahnlichkeit zu ,HKEU16“ (EU076704,1), eine Probe hatte groRte
Ahnlichkeit zu dem US Stamm ,14-60“ (KT257944,1), 4 Proben hatten grofte Ahnlichkeit zu
dem Impfstoff ,Amervac PRRS" der Firma Hipra (Spanien) (GU067771,1), eine Probe hatte
gréRte Ahnlichkeit zu ,KNU-07“ (FJ349261,1), zwei Proben hatten grofte Ahnlichkeit zu
,SD01-08 (DQ489311,1), eine Probe hatte groRte Ahnlichkeit zu ,D40 (KY434184,1), zwei
Proben hatten gréRte Ahnlichkeit zu ,NOE nucleocapsid protein gene (KY129805,1), zwei
Proben hatten groRte Ahnlichkeit zu ,AUT14-440“ (KT334375,1), drei Proben hatten groRte
Ahnlichkeit zu ,DK-2012-01-05-2 (KC862574,1). Die Aussage der grofiten Ahnlichkeit wurde

verwendet, um die Tortendiagramme von Abb. 4 -7 zu gestalten.
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VERTEILUNG DER PRRSV-STAMME, MIT DENEN
OSTERREICHISCHE SEQUENZEN LAUT NCBI-GENBANK DIE
GRORTEN AHNLICHKEITEN IM BEREICH ORF7 AUFWEISEN

DK-2012-01-05-2  DK-2008-10-5-2

NOE"cléotapsid ahnlich; 3; 5% ahnlich; 3; 5%

proteingene dhafich;
2;3%

D40 dhnlich; 1; 2%

SD01-08 ahnlich; 2; 3%
KNU-07 dhnlich; 1; 2%

Amervac PRRS
ahnlich; 4; 6%

US Stamm 14-60
ahnlich; 1; 2%
HKEU16 dhnlich; 1; 29

AUT15-33 dhnlich; 26;
39%

ESP-1991-Olot91
ahnlich; 2; 3%

Ingelvac PRRSFLEX EU
ahnlich; 5; 8%

Porcillis PRRS dhnlich;
8; 12% U'L132-883 dhnlich; 2;
Ich; &;

3%

14432/201F &hmiliel; @3 ihn
2% 3%

Abb. 4

Graphische Darstellung der Haufigkeiten verschiedener Stamme aus der NCBI Genbank, mit
denen 6sterreichische PRRSV-Sequenzen die grote Ubereinstimmung im Bereich ORF7

aufwiesen.

Im ORF7 AUT15-33 nahestehende lIsolate sind mit 39 % mit Abstand am haufigsten
vorhanden. Danach folgen nahe Verwandte von Porcilis PRRS mit 12 %, Ingelvac PRRSFLEX
EU mit 8 % und Amervac PRRS mit 6 %. Die restlichen Stamme befinden sich alle unter 5 %.
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B DK-2008-10-5-2 dhnlich

B AUT15-33 dhnlich

M AUT13-883 dhnlich
EuroViet-03 dhnlich

B 14432/2011 &hnlich

m Porcillis PRRS ahnlich

Abb. 5

Graphische Darstellung der Haufigkeiten verschiedener Stamme aus der NCBI Genbank, mit
denen niederdsterreichische PRRSV-Sequenzen die grofkte Ubereinstimmung im Bereich
ORF7 aufwiesen.

Auch in Niederdsterreich sind ORF7 AUT15-33 ahnliche Isolate mit 55 % vorherrschend. Die
restlichen vorhandenen Stamme sind mit jeweils 9 % gleichmaRig verteilt.
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STMK

B AUT15-33 dhnlich

M Ingelvac PRRSFLEX EU dhnlich

= DK-2008-10-5-2 ahnlich
Porcillis PRRS dhnlich

m HKEU16 dhnlich

Abb. 6

Graphische Darstellung der Haufigkeiten verschiedener Stamme aus der NCBI Genbank, mit
denen steirische PRRSV-Sequenzen die groRte Ubereinstimmung im Bereich ORF7
aufwiesen.

Im ORF7 sind AUT15-33 artige Sdmme mit 65 % wieder am Haufigsten vorkommend. Danach
folgen Ingelvac PRRSFLEX EU Verwandte mit 17 % und die restlichen drei gefundenen
Stadmme mit jeweils 6 %.
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B DK-2008-10-5-2 dhnlich

H Porcillis PRRS dhnlich
AUT13-883 dhnlich
AUT15-33 dhnlich

B ESP-1991-Olot91 dhnlich

H EuroViet-03 dhnlich

B US Stamm 14-60 dhnlich

B Amervac PRRS dhnlich

B KNU-07 dhnlich

H SD01-08 dhnlich

M Ingelvac PRRSFLEX EU dhnlich

Abb. 7

Graphische Darstellung der Haufigkeiten verschiedener Stamme aus der NCBI Genbank, mit
denen oberdsterreichische PRRSV-Sequenzen die groRte Ubereinstimmung im Bereich
ORF7 aufwiesen.

In Oberdsterreich kommen Isolate die AUT15-33 am ahnlichsten sind, im ORF7 mit 23 % am
haufigsten vor. Danach folgen Porcilis PRRS Verwandte mit 14 % und Amervac PRRS
ahnliche mit 12 %. AuRerdem wurde ein PRRSV 2 Stamm gefunden. Die restlichen Stdmme
bewegen sich zwischen 3 %-6 %.

Auf Grund der geringen Probenanzahl in Karnten, Burgenland und Salzburg macht es keinen
Sinn die Ergebnisse graphisch darzustellen. Es wurde eine Probe mit groBter Ahnlichkeit zu
,DK-2012-01-05-2“ (KC862574,1) und eine Probe mit groRter Ahnlichkeit zu ,ESP-1991-0It91¢
(KC862570,1) in Karnten gefunden. Die Probe aus dem Burgenland hatte gréRte Ahnlichkeit
mit ,DK-2012-01-05-2“ (KC862574,1). Die beiden Proben aus Salzburg hatten grofRte
Ahnlichkeit zu AUT15-33 und Porcilis PRRS.



25

3.4 Alignment und phylogenetischer Baum

Wahrend die oben durchgefiihrte Analyse auf der einfachen Aussage der groten Ahnlichkeit
in Blast beruhen, kann die phylogenetische Analyse auch die Verwandschaft der
sequenzierten ORF7 Bereiche untereinander darstellen. Die phylogenetische Analyse mit
Dendrogramm erfolgte im ,CLC sequence viewer® Programm wobei nahe verwandte
Sequenzen nahe zusammenliegen, aber der Grad der Homologie durch die Lange der Aste
dargestellt wird. Dies ist viel differenzierter als nur die Angabe in % Homologie, denn es
werden gleiche Austausche zusammen gruppiert. Danach folgte das Alignment und das

Erstellen des phylogenetischen Baumes.
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4 Diskussion

2019 wurde das 30 jahrige Jubildum der Entdeckung von PRRSV begangen (Ladinig 2018).
PRRSV wurde Ende der 1980iger Jahre als neue Krankheit beinahe zeitgleich in Europa
(Wensvoort et al. 1991) und Nordamerika (Loula 1991) beobachtet. Seitdem stellt die
Krankheit, die zeitweilig auch der Anzeigepflicht unterlag, ein standiges Problem in der
Schweinehaltung weltweit dar. Die Situation besserte sich durch die Entwicklung von
Impfstoffen (Kimman et al. 2009), dennoch kann man nicht von einer kontrollierten Situation
sprechen. Trotz der weiten Verbreitung in Osterreich, die ersten Ausbriiche wurden 1994
dokumentiert (Krassnig et al. 1994) gibt es nur wenige epidemiologische Daten zur Pravalenz
von PRRSYV Isolaten in Osterreich. Die Identitat der Isolate ist insofern von Bedeutung als
PRRSV sehr unterschiedliche Virulenzen haben kann (Murtaugh et al. 2010) und dazu die
ublicherweise eingesetzten Lebendimpfstoffe sich auch im Bestand und dartber hinaus
verbreiten kénnen (Grosse Beilage et al. 2009). Hinzu kommt, dass Osterreich an der Schwelle
zwischen West- und Osteuropa liegt und acht Aullengrenzen hat. Es filhren wichtige
Transitrouten fir den internationalen (Tier-) Handel durch das Land. Diese geographische
Lage beglnstigt das Vorkommen von Pathogenen aus ganz Europa (Sinn, Leonie Janina
2016).In Teilen Osteuropas treten relevante Krankheiten wie z. B.: Afrikanische Schweinepest,
Tollwut, Equine Infektidse Anamie und auch PRRSV-1 Subtypen 2 und 3 oder PRRSV-2 auf
(Sinn, Leonie Janina 2016). Deshalb ist die Krankheitsiberwachung nicht nur fir Osterreich

selbst sondern auch fur den Rest Europas sehr wichtig (Sinn, Leonie Janina 2016).

Fur die Untersuchung wurde der zweijahrige Zeitraum 2017 bis Februar 2019 ausgewahlt, um
die aktuelle Situation der PRRSV Isolate zu analysieren. Das Probenmaterial aus den
Bundeslandern Karnten, Burgenland, Salzburg, Tirol, Wien, Vorarlberg war deutlich geringer,
als aus den Bundeslandern Steiermark, Niederosterreich und Oberdsterreich. Die meisten
positiven PRRSV Proben in dem berlcksichtigten Zeitraum stammten aus der Steiermark, aus
Vorarlberg standen dagegen keine Proben zur Verfugung. Dies Iasst sich mit der regional
intensiver ausgelbten Schweinehaltung erklaren. Laut Statistik Austria wurden in den
Osterreichischen Bundeslandern 2018 die folgende Menge an Schweinen gehalten: im
Burgenland 43585 Schweine, in Karnten 111081, in Niederdsterreich 761607, 1084318 in
Oberdsterreich, in Salzburg 9368, 748307 in der Steiermark, in Tirol 12850, in Vorarlberg 5309
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und in Wien 149 Schweine. Zudem wurden auch nur Proben bertcksichtigt, die ans Institut fur
Virologie Uber die Universitatsklinik fir Schweine der Vetmeduni Vienna geschickt wurden.
Hierbei handelt es sich oft um kompliziertere Falle fur die von niedergelassenen Tierarztinnen,
diagnostische Hilfe angefordert wird. Demzufolge ist die Auswahl der Proben nicht zufallig,
sondern es handelt sich eher um klinisch auffalige PRRSV Infektionen von

Schweinebestanden.

Im Institut flr Virologie lagen bereits flr einige der Proben Sequenzergebnisse fir den ORF 7
vor. Zum Nachweis von PRRSV mit RT-PCR wird vor allem das ORF7 verwendet, da dies der
am hdchsten konservierte Bereich ist (GroRe Beilage und Wendt 2013). Da die
Sequenzanalyse nicht Teil der Routinediagnostik ist, sondern eine nur auf Wunsch

vorgenommenen weitere Untersuchung, wurden insgesamt 67 Proben neu sequenziert.

Dabei kam heraus, dass AUT15-33 ahnliche Isolate mit 39 % mit Abstand am haufigsten
vorhanden sind. Danach folgen Porcilis PRRS &hnliche mit 12 %, Ingelvac PRRSFLEX EU
ahnliche mit 8 % und Amervac PRRS &hnliche mit 6 %. Die restlichen Stdmme befinden sich

alle unter 5 %.

Nicht bei allen Proben gelang die erneute PCR Amplifikation, was vermutlich auf die RNA
Degradation bei der Lagerung zurUckzufiihren sein kdnnte. Fehlende Proben wurden

angesichts der Gesamtmenge toleriert und keine neuen Extrakte angefertigt.

Bei allen sequenzierten Proben konnte eine Ahnlichkeit zu einem PRRSV Stamm gezeigt
werden (Tabelle 5) wobei die Homologie zwischen 92 % - 100 % im Bereich ORF7 lag. Bei
neun Proben wurde sogar eine 100%ige Ubereinstimmung mit in der Datenbank
gespeicherten Sequenzen im ORF7 Bereich gefunden. Es muss berlcksichtigt werden, dass
der Impfstatus der Schweine von welchen die Proben stammen nicht bekannt war. Zwei
Proben waren im ORF 7 Bereich zu 100 % ident mit MG251835,1, drei Proben zeigten
100%ige Identitat in diesem Bereich mit dem Impfstoff Ingelvac PRRSFLEX EU der Firma
Bohringer Ingelheim (Deutschland). Jeweils ein PRRSV Stamm war in dem untersuchten
Bereich 100 % ident mit dem Impfstoff Porcilis PRRS der Firma MSD (USA), dem Impfstoff
Amervac PRRS der Firma Hipra (Spanien), dem Stamm Aut15-33 und dem Impfstoff Ingelvac
PRRSFLEX EU der Firma Bohringer (Deutschland).

Die Identitdten mit dem Impfstamm des Impfstoffes Ingelvac PRRSFLEX EU der Firma
Bohringer Ingelheim (Deutschland) lassen sich dadurch erklaren, dass laut Packungsbeilage

des Impfstoffes die geimpften Schweine das Impfvirus durch Kontakt mit ungeimpften
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Schweinen bis zu drei Wochen nach der Impfung auf diese Ubertragen kénnen. Geimpfte
Schweine kénnen das Impfvirus mit dem Kot und in einigen Fallen mit oralen Sekreten oder
Uber Sperma ausscheiden. Deshalb sollten zur Vermeidung der Ausbreitung des Impfvirus von
geimpften Tieren auf ungeimpfte Tiere geeignete MalRnahmen ergriffen werden. Zur optimalen

Kontrolle von PRRSYV sollen laut Hersteller alle Tiere einer Herde geimpft werden.

Auch in der Packungsbeilage des Impfstoffes Porcilis PRRS der Firma MSD (USA) wird darauf
hingewiesen, dass sich das Impfvirus bis zu finf Wochen nach der Impfung auf ungeimpfte
Tiere durch Kontakt mit geimpften ausbreiten kann. Am Haufigsten erfolgt die Ubertragung
durch direkten kdrperlichen Kontakt, jedoch kann eine Ausbreitung des Virus laut Hersteller
Uber kontaminierte Gegenstande oder Uber die Luft nicht ausgeschlossen werden. Auch Gber
den Samen kann das Virus ausgeschieden werden. Deshalb sollte es vermieden werden, den

Impfstamm in Gebieten einzubringen, in denen PRRS-Viren noch nicht vorkommen.

Im Produktdatenblatt des Impfstoffes Amervac PRRS der Firma Hipra (Spanien) wird nicht auf

die mdgliche Ubertragung des Virus von geimpften auf ungeimpfte Schweine hingewiesen.

Diese drei Impfstoffe sind Lebendimpfstoffe. Die Vorteile der Impfung mit Lebendimpfstoffen
zeigen sich durch Reduktion klinischer Anzeichen der Erkrankung, verbesserte
Tageszunahmen, Verminderung von Lungenlasionen (Park et al. 2014) sowie verkirzte
Virusausscheidung und Viramiedauer (Kimman et al. 2009). Die Infektion mit PRRSV und die
Erregerausscheidung kann durch die Impfung aber nicht verhindert werden (Kimman et al.
20009).

Es konnte nachgewiesen werden, dass beide Genotypen in 3sterreichischen
Schweinebestanden auftreten, allerdings haben die bisher gefundenen PRRSV-2 Stamme
groRe Ahnlichkeit zu PRRSV-2 Impfstammen (Indik et al. 2005). Auch in meinen
Untersuchungen konnte PRRSV 2 in Oberdsterreich identifiziert werden. In anderen
europaischen Landern waren die gefundenen PRRSV-2 Stdmme meistens
zusammenhangend mit der Verwendung von PRRSV-2 MLV (modified live virus) Stammen
(Stadejek et al. 2013). Da in Osterreich keine Impfstoffe verwendet werden, welche PRRSV 2
enthalten, ist die wahrscheinlichste Erklarung fir das Vorkommen dieser Stamme, der Import

von mit PRRSV 2 geimpften Schweinen aus dem Ausland (Indik et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit fallt auf, dass von gesamt 67 Sequenzen aus ganz Osterreich, 26
(39 %) im ORF7 Bereich die grofdte Identitat zu ,AUT15-33“ zeigen, der auch als ACRO Stamm

bezeichnet wird. Auch wenn man die Bundeslander einzeln betrachtet, sind ,AUT15-33“
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ahnliche Stamme im ORF 7 Bereich in NO mit 55 % in der STMK mit 17 % und in OO mit 23 %
vorherrschend. Das zeigt, dass sich ,AUT15-33" seit dem ersten Ausbruch 2015 in
Niederdsterreich in ganz Osterreich verbreitet hat. ,AUT 15-33“ zeigt eine groRe Ahnlichkeit zu
kroatischen Stammen von 2012, daher die Bezeichnung ACRO flir Austria-Croatia (Sinn,
Klingler et al. 2016). Uberraschenderweise gibt es keine enge Verwandtschaft zu
Osterreichischen Stammen, welche schon friher gefunden wurden (Sinn, Klingler et al. 2016).
Es ist fraglich, ob der Grund dafiir die wenigen vorhandenen Sequenzen sind oder ob ,AUT15-
33“ 2015 in Niederdsterreich das erste Mal auftrat. Laut (Sinn, Klingler et al. 2016) ist es
wahrscheinlicher, dass ,AUT15-33“ zum ersten Mal auftrat, weil es zur gleichen Zeit in
mehreren Betrieben zirkulierte und hohe Verluste verursachte (Sinn, Klingler et al. 2016). Auf
Grund der groRen Ahnlichkeit zu kroatischen Stammen ist ein Ursprung von ,AUT15-33 in
Sldosteuropa mdglich, aber solange es nicht mehr Sequenzdaten von PRRSV Stammen in
Osterreich und angrenzenden Landern gibt, kann lber die potentiellen Einfiinrungsrouten von
»LAUT15-33“ bzw. ACRO nur spekuliert werden (Sinn, Klingler et al. 2016).
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Dieselbe phylogenetische Analyse wie in Abb. 8 aber die sequenzierten Stdmme sind
farblich in die wahrscheinlichen Verwandtschaftsgruppen und deren Ursprung unterteilt.
Liegen die Isolate direkt Ubereinander, haben sie dieselbe Sequenz. Dadurch wird
ersichtlich, dass z.B. 7 Isolate aus dem Feld tatsachlich mit Ingelvac PRRSflex ident sind
und ein Stamm bereits geringe Abweichung zeigt.

In der vorliegenden Arbeit konnten PRRS Viren nachgewiesen werden, die im ORF7 Bereich
zum Teil groe Ahnlichkeit mit den in Osterreich eingesetzten Impfstoffen aufweisen. Das
sehr nahe mit dem Lelystad Virus verwandte Impfvirus Porcilis PRRS der Firma MSD
erscheint in der Abb. 9 im gelb dargestellten Bereich. Zwar konnten hier auch zwischen 99 -
100% ubereinstimmende Sequenzen im ORF7 Bereich in Betrieben nachgewiesen werden,
allerdings lassen sich auch Sequenzen finden die sich vermutlich aus dem Lelystad Virus
heraus entwickelt haben. Auch der Impfstoff Amervac der Firma Hipra war in einem Betrieb
mit 100% Identitat im ORF7 Bereich nachweisebar (oranges Feld), hier finden sich aber auch

zahlreiche zum Teil sehr ahnliche aber nicht idente Sequenzen in 6sterreichischen
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Betrieben. Der in Osterreich ebenfalls verwendete Impfstoff PRRSFlex von Béhringer
Ingelheim konnte auch mit 100%er Ubereinstimmung im ORF7 Bereich nachgewiesen
werden (dunkelgrunes Feld). Es ist zu vermuten, dass in diesen Betrieben der Impfstoff zum
Einsatz gekommen ist. Desweitern ist im blauen Feld zu sehen, dass in zwei Fallen ermittelte
Sequenzen mit dem 2009 in Deutschland isolierten Ger09-613 (Sinn, Zieglowski et al. 2016)
Ubereinstimmen da dieses klonierte Virus als positiv Kontrolle verwendet wurde, kénnen hier
Kontaminationen nicht ausgeschlossen werden. Die meisten ermittelten Sequenzen (39%)
zeigen im ORF7 groRte Ubereinstimmung mit dem im Jahr 2015 in Niederdsterreich
gefundenen Stamm AUT15-33 (roter Bereich in Abb. 9). Aus diesem auch als ,ACRO"
bekanntem, stark pathogenen Virus, scheinen sich zahlreiche neue Stamme entwickelt zu
haben. In dieser Gruppe ist die grofite Variabilitat in den Sequenzen auch untereinander
erkennbar. Es kann vermutet werden, dass diese ,ACRO" verwandten Viren der

Osterreichischen Schweinemedizin auch weiterhin Probleme bereiten werden.

Die zwei in hellgrin hinterlegten Sequenz-Gruppen zeigen laut GenBank groite
Ubereinstimmung mit unterschiedlichen Isolaten, die keiner der vorher genannten Gruppen

zuzuordnen sind.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden PRRSYV positive Proben von Schweinen analysiert, welche von Janner
2017 bis Februar 2019 im Institut fUr Virologie der Veterinarmedizinischen Universitat Wien
zur Untersuchung eingegangen sind. Weltweit verursacht das Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) schwere Schaden bei Sauen durch
Reproduktionsstorungen und durch Atemwegserkrankungen bei Ferkeln und Mastschweinen.
Es gehdrt zu den bedeutendsten Krankheitserregern in der industriellen Schweineproduktion.
Die Schwere der Erkrankung kann je nach Virusstamm stark variieren. PRRSV-1 kommt
hauptsachlich in Europa vor, PRRSV-2 vorwiegend in Nordamerika und Asien. Das Virus weist
eine hohe Mutationsrate auf. Zum direkten Nachweis von PRRSV-Infektionen ist die RT-PCR
ublich, oft wird eine anschliellende Sequenzierung im ORF5 oder ORF7 Bereich durchgefihrt.
Fur die Untersuchung wurden Proben ausgewahlt, die aus unterschiedlichen Betrieben
stammen und moglichst alle Bundeslander abdecken. Insgesamt wurden von 67
diagnostischen Proben erfolgreich ein RT-PCR Produkt im Bereich ORF7 erzeugt und
anschliefend sequenziert. Durch Vergleich mit Datenbanken wurden die erhaltenen
Sequenzen zugeordnet. Die Homologien der untersuchten Sequenzen zur Datenbank lag
zwischen 92 % - 100 %. Sequenzen, die dem Isolat ,AUT15-33" nahestehen, sind mit 39 %
am haufigsten. Auch wenn die Bundeslander einzeln betrachtet werden, sind ,AUT15-33“
ahnliche Isolate in NO mit 55 %, in OO mit 23 % und in der STMK mit 17 % vorherrschend
was sich darauf zuruckfuhren lasst, dass sich ,AUT15-33“ nach dem Ausbruch in
Nieder6sterreich 2015 in Osterreich schnell verbreitet hat. Es setzte sich nicht nur in PRRSV
freien Betrieben durch, sondern auch in geimpft Herden. Der haufige Nachweis von Impfviren
(26 %) ist dadurch zu erklaren, dass haufig Proben nach der Sanierung durch Impfung mit
eingesandt werden, um die Pravalenz des urspringlichen Feldvirus zu bestimmen. Der
gefundene PRRSV-2 Stamm kann durch Einschleppung aus dem Ausland durch Import von
Schweinen erklart werden, da in Osterreich keine Impfstoffe verwendet werden, welche
PRRSV 2 enthalten.



34

6 summary

In this work, PRRSV positive samples of pigs were analyzed which were examined from
January 2017 to February 2019 in the Institute of virology of the university of veterinary
medicine, Vienna. Worldwide the porcine reproductive and respiratory syndrome virus causes
heavy losses in sows with reproductive problems and in piglets and porker with respiratory
problems. It is one of the most important pathogens in commercial pig farming and as a result
of the correspondent disease, the porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS), it
causes high economic losses. PRRSV-1 is mostly present in Europe, PRRSV-2 is mostly
present in North America and Asia. The virus has a very high mutation rate. For the detection
of a PRRSV infection usually RT-PCR or ELISA is used moreover sequencing of the ORF5 or
ORF7 gen is common. For this study > 70 samples were selected, originating from different
farms and covering as far as possible all federal states. A total of 67 samples successfully
generated an RT-PCR product from ORF7 and subsequently sequenced. By comparison with
databases, the sequences obtained were assigned. The homologies of the examined
sequences to the database ranged between 92% - 100%. Sequences related to the isolate
"AUT15-33" (also known as ACRO) are the most common (39%). Even if the federal states
are considered individually, "AUT15-33" is predominant in Lower Austria with 55%, in Upper
Austria with 23% and in Styria with 17%, which can be attributed to the fact that "AUT15-33"
after the outbreak in lower Austria 2015 in Austria has spread quickly. It not only prevailed in
PRRSV-free farms but also in vaccinated herds. The frequent detection of vaccine viruses
(26%) is explained by the fact that samples are frequently sent in after rehabilitation by
vaccination to determine the prevalence of the original field virus. The found PRRS 2 strain
can be likely explained by import of vaccinated pigs, because PRRSV 2 based vaccines were

never permitted in Austria.
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7 Abkurzungsverzeichnis
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