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ZUSAMMENFASSUNG

Chlamydia spp. sind gramnegative und obligat intrazelluldre Bakterien. Sie kdnnen bei
Schweinen Erkrankungen des Gastrointestinal-, Respirations- und Reproduktionstraktes
sowie der Konjunktiven verursachen. Bei Schweinen kommen vier Arten von Chlamydien vor:

Chlamydia suis, Chlamydia pecorum, Chlamydia abortus und Chlamydia psittaci.

In dieser Arbeit wurden kryofixierte mit in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Geweben mittels Immunfluoreszenzmikroskopie zum Chlamydiennachweis verglichen.
Untersucht wurden lleum, Lunge, Mesenteriallymphknoten und Inguinallymphknoten von zehn
rektal Chlamydia suis ausscheidenden Ferkeln. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz wurden
mit den respektiven quantitativen Real-time PCR-Ergebnissen der jeweiligen Organe
verglichen. Ziel war es, besser einschatzen zu kénnen, welche Gewebeaufbereitung besser

daflir geeignet ist.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz decken sich gut mit den Ergebnissen der PCR. Die
kryofixierten Proben der Immunfluoreszenz stimmen dabei besser mit den PCR-Ergebnissen
Uberein als die Formalin fixierten Paraffin eingebetteten Proben, was man am besten anhand
der llea sehen kann. Die histopathologischen Ergebnisse passen nicht mit den Ergebnissen
der quantitativen Real-time PCR zusammen, was damit zusammenhangen kann, dass bei

Schweinen haufig eine asymptomatische Infektion mit Chlamydien auftritt.

Zusammenfassend sind die beiden Fixierungsmethoden zum direkten Chlamydiennachweis
aus Geweben mittels Immunfluoreszenzfarbung in der Routinediagnostik nicht geeignet, da
die Interpretation weniger Chlamydieneinschliisse, wie in dieser Studie trotz vorliegender
rektaler Ausscheidung gezeigt werden konnte, nicht mdglich ist. Fir Infektionsstudien, bei
denen laut Literatur eine Vielzahl von Einschlissen in diversen Organen mit
immunhistochemischer sowie Immunfluoreszenzfarbungen darstellbar sind, ist anhand der

Ergebnisse dieser Studie die Kryoasservierung als Fixierungsmethode besser geeignet.



ABSTRACT

Chlamydia spp. are gram-negative, obligate intracellular bacteria. They cause diseases of the
gastrointestinal, respiratory and reproduction tract as well as the conjunctiva. There are four
species of chlamydia known in pigs: Chlamydia suis, Chlamydia pecorum, Chlamydia abortus

and Chlamydia psittaci.

In this study cryofixed tissues were compared to formalin-fixed paraffin-embedded tissues
using immunofluorescence microscopy for the detection of chlamydia. lleum, lung, mesenteric
lymph nodes and inguinal lymph nodes from ten Chlamydia suis rectally shedding nursery
piglets were examined. The results of the immunofluorescence were compared to the
quantitative real-time PCR results of the organs. The aim was the evaluation of the tissue

processing methods.

The results of the immunofluorescence match well with the results of the quantitative real-time
PCR. The cryofixed samples of the immunofluorescence correspond better with the PCR
results than the formalin-fixed paraffin-embedded samples, which can be seen on the ilea
samples. The histopathologic results do not match with the results of the PCR. This could refer

to the fact that pigs are often asymptomatically infected with chlamydia.

Summing up both fixation methods for the direct detection of chlamydia in tissue with
immunofluorescence in routine diagnostics are not suitable because the interpretation of low
numbers of inclusions is not possible although the animals in this study were rectal shedders.
For infection studies, in which according to the literature a large number of inclusions in various
organs can be found with immunohistochemical and immunofluorescence staining, is the

cryofixation to prefer based on the results of this study.
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1. Abkiirzungsverzeichnis

Art.-Nr.
C.

ct

EK
FFPE

gagr.

hgr.

Ing.-LK
KBR
Lnn.
LPS
Mes.-LK
mgr.
O.C.T.
PBS
PIER
gPCR
RK
ROI

RT

TBS

Artikelnummer

Chlamydia

Cycle Threshold
Elementarkorperchen

Formalin fixiert Paraffin eingebettet
geringgradig

hochgradig

Immunfluoreszenz
Inguinallymphknoten
Komplementbindungsreaktion
Lymphonodi

Lipopolysaccharid
Mesenteriallymphknoten
mittelgradig

Optimal cutting temperature
Phosphatgepufferte Salzlésung
Proteolytic-Induced Epitope Retrieval
quantitative Real-time PCR
Retikularkérperchen

Region Of Interest
Raumtemperatur

Tier

Trisgepufferte Salzlésung



2. Einleitung und Fragestellung

Chlamydia (C.) spp. sind gramnegative und obligat intrazellulare Bakterien, welche sowonhl
Menschen als auch Tiere infizieren kdnnen. Sie sind in der Lage bei Schweinen Erkrankungen
des Gastrointestinal-, Respirations- sowie Reproduktionstraktes und Entzindungen der
Konjunktiven zu verursachen. Beim Schwein sind vier Arten von Bedeutung: C. suis, C.
pecorum, C. abortus und C. psittaci. Chlamydieninfektionen beim Schwein verlaufen oft

asymptomatisch und daher wird in der Regel auf einen Nachweis verzichtet (1).

Prinzipiell sind die derzeitig verflUgbaren diagnostischen Methoden jedoch
unzufriedenstellend. Dies liegt einerseits an den Methoden selbst, die eine grolke
Interpretationsfreiheit mit sich bringen und andererseits am mangelnden Wissen Uber die
Pathogenese chlamydieninduzierter Probleme, insbesondere Fruchtbarkeitsprobleme, was
vor allem den kaum vorhandenen experimentellen Infektionsversuchen geschuldet ist. In der
Schweinepraxis ist der direkte Nachweis von DNA mittels PCR selten erfolgreich bzw. kénnen
die erhaltenen Cycle Threshold (ct)-Werte nicht eindeutig interpretiert werden. Daher werden
der Einfachheit halber meistens Chlamydienantikérper zur Diagnosefindung gesucht, woftr
standardmaRig eine Komplementbindungsreaktion (KBR) verwendet wird. Fir die
Verbesserung der Diagnostik sind deshalb unbedingt gezielte experimentelle Infektionsstudien
notwendig, durch die die geeignete Beprobungslokalisation eruiert werden kann. Dafiir kdnnen
auch Farbemethoden zum Einsatz kommen, die Chlamydien in Gewebelasionen detektieren
kénnen. Die immunhistochemische Untersuchung aus Formalin fixierten Gewebeproben hat
sich bislang fur experimentelle Infektionen sowie gezielte Fragestellungen bewahrt. Der
Nachweis mittels Immunfluoreszenzfarbung wurde gewahlt, da diese sensitiver als die

immunhistochemische Farbung ist und die Chlamydieneinschlusse leichter zu finden sind.

Das Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, welche Gewebeaufbereitung fir den Nachweis
von Chlamydien in Schweineorganen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie besser geeignet
ist. Als Gewebeaufbereitungsarten wurden Formalin fixierte und Paraffin eingebettete (FFPE)
und kryofixierte Gewebe verglichen. Die untersuchten Organe - Illeum, Lunge,
Mesenteriallymphknoten (Mes.-LK) und Inguinallymphknoten (Ing.-LK) - stammten von
Aufzuchtferkeln mit mittels PCR nachgewiesener rektaler Chlamydienausscheidung, die zur

diagnostischen Abklarung an die Veterinarmedizinische Universitat Wien gekommen sind.



3. Literaturiibersicht
3.1.  Erreger

Chlamydien sind gramnegative, obligat intrazellulare Bakterien (1). Das Genus Chlamydia
gehort zur Ordnung der Chlamydiales und zur Familie der Chlamydiaceae. Derzeit sind elf
Spezies des Genus Chlamydia bekannt: C. abortus, C. avium, C. caviae, C. felis, C. gallinacea,
C. muridarum, C. pecorum, C. pneumonie, C. psittaci, C. suis und C. trachomatis (2). Bis in
die 1960er Jahre wurden Chlamydien aufgrund ihrer kleinen GréRe sogar den Viren

zugeordnet (3).

Chlamydien haben einen einzigartigen Entwicklungszyklus mit zwei verschiedenen Formen -
Elementarkorperchen (EK) und Retikularkérperchen (RK). Die EK stellen die infektidse,
extrazellulare Form dar und sind metabolisch inaktiv. Diese Form wird durch direkte oder
indirekte Ubertragung Uber Schleimhdute aufgenommen und infiziert vorzugsweise
Epithelzellen von Schleimhauten des Magen-Darmtrakts, der Atemwege, des Urogenitaltrakts,
der Konjunktiven, jedoch auch Makrophagen und Monozyten, indem sie aktiv in die Zellen
eindringen und dort von einem Zelleinschluss (,inclusion®) eingehullt wird. Im Einschluss
wandeln sich die EK zu metabolisch aktiven, nicht infektiosen RK um, die sich durch Zellteilung
vermehren (1, 4). Sie sind im Vergleich zu anderen Bakterien abhangig von ATP und GTP
ihres Wirtes (5). Spater wandeln sich die RK wieder in EK um, der Einschluss hat nun eine
Grofe von rund 20 um und sie verlassen die Zelle, nachdem diese zerplatzt ist. Jede einzelne
infektiose Form infiziert wieder andere Zellen (4). Dieser Entwicklungszyklus dauert abhangig

von der Chlamydienspezies 48-72 Stunden (6).

Wenn RK einer stressigen Situation ausgesetzt sind, wie beispielsweise einer
Antibiotikabehandlung (z.B. Tetrazykline) des infizierten Tieres, koénnen sie in ein
Persistenzstadium Gbergehen, welches man auch als ,aberrant reticulate bodies“ bezeichnet.
In diesem Zustand sind die Chlamydien lebensfahig, aber nicht kultivierbar. Sobald der Stress
voruber ist, kdnnen sich die Chlamydien wieder wie normalerweise vermehren (7). In der
Studie von Pospischil et al (2009) hatten die ,aberrant bodies" eine Grée von durchschnittlich
1,5 um (8).

Chlamydien sind stabil gegenuber Austrocknung und kénnen in Staub, aber auch in Kot bis zu

30 Tage infektids bleiben. Fliegen und Staub stellen maglicherweise Ubertragungswege dar

(9).



3.2. Chlamydienspezies beim Schwein
3.2.1. C. suis

C. suis ist die am haufigsten vorkommende Chlamydienspezies bei Schweinen (10). Diese
Spezies weist eine hohe genetische Vielfalt auf im Vergleich zu den anderen Spezies. C. suis

ist genetisch eng verwandt mit den humanen C. trachomatis Stammen (1).

Die Ubertragung kann fékal-oral, Uber direkten Kontakt und tiber Aerosole stattfinden, wobei
dies noch lange nicht als vollstandig verstanden gilt. Als Reservoir kdnnen neben dem
Gastrointestinaltrakt die Konjunktiven dienen. Mit C. suis infizierte Tiere kdnnen sowohl
klinisch gesund sein als auch Symptome zeigen (11). Wie die meisten Chlamydia spp.
verursacht auch C. suis Pneumonien, Enteritiden, Konjunktivitiden  und
Reproduktionsstérungen. Bei mannlichen Tieren auflern sich diese Reproduktionsstérungen
meistens in einer verminderten Samenqualitat. Bei weiblichen Tieren kommt es vermehrt zum
frihembryonalen Fruchttod und infolgedessen zu haufigerem Umrauschen der Sauen (1).

Auch neonataler Durchfall und Rhinitis stellen Symptome von C. suis dar (9).

Schweine, die C. suis Uber die Luft einatmen, zeigen anschlieend respiratorische Symptome
und Veranderungen des Respirationstrakts (12). Oral mit C. suis infizierte Tiere weisen

Veranderungen im Darmtrakt auf (13).

Es konnte noch nicht vollstandig geklart werden, ob es sich bei C. suis um eine Zoonose
handelt (4), jedoch konnte bei Konjunktivalabstrichen von zwei belgischen
Schlachthofmitarbeitern C. suis mittels Anzucht in Zellkultur und PCR nachgewiesen werden
(14). Ebenso konnte bei schweinehaltenden Landwirten C. suis mittels PCR und C. suis

Antikérper mittels ELISA in Konjunktivalabstrichen detektiert werden (15).
3.2.2. C. abortus

Nach Infektion trachtiger Sauen mit C. abortus stehen Aborte, frihembryonaler Tod und
lebensschwache neugeborene Ferkel im Vordergrund. Vor allem bei Schafen, Ziegen und
Rindern ist C. abortus ein Hauptgrund fur Aborte (9). Zu den Wirten von C. abortus zahlen
Schweine, Schafe, Ziegen, Rinder, Pferde und Wildwiederkduer, weshalb beispielsweise
Kontakt mit Wiederkauern ein Infektionsrisiko fur Schweine darstellt. Plazenta, abortierte Feten
und Fruchtwasser enthalten viele Chlamydien und stellen somit ein grof3es Risiko fur eine
Infektion dar (4).



C. abortus kann auch den Menschen infizieren und kann bei Schwangeren ebenso zu Aborten
fuhren wie bei Tieren. Wenn die Erkrankung unbehandelt bleibt, kann diese sogar

lebensbedrohlich werden (4).
3.2.3. C. pecorum

C. pecorum kann bei Schafen, Rindern, Schweinen und Koalas Erkrankungen auslésen. Je
nach Wirtstier sind die Symptome etwas unterschiedlich. Bei Schweinen sind diese
Pneumonie, Enteritis, Polyarthritis und Serositis (4). Bei Koalas verursachen Chlamydien eine
hohe Morbiditat und Mortalitat (16).

C. pecorum ist nach derzeitigem Forschungsstand flr den Menschen nicht infektios (4).
3.2.4. C. psittaci

C. psittaci ist der Erreger der Ornithose und Psittakose der Végel und der am besten erforschte
Zoonoseerreger der Chlamydiaceae (17). Es kénnen sich neben Voégeln auch Schweine,
Pferde und Menschen infizieren (4). C. psittaci verursacht beim Schwein Enteritis, welche
dabei oft in einer milden Form ohne Durchfall auftritt (9). Die Symptome bei Vogeln reichen
von Pneumonie, Perikarditis, Peritonitis, Konjunktivitis und Enteritis bis hin zu Hepatitis. Bei
Pferden kann es zu Aborten kommen (4). Die Ubertragung findet vor allem durch das Einatmen
von kontaminierten Aerosolen von Augen- und Nasenausflissen oder aber auch durch Staub
statt (1).

3.3. Ubertragung, Klinik und Pathogenese

Prinzipiell geht man davon aus, dass sich alle Chlamydienspezies bei den fir sie
empfanglichen Tierarten gleich verhalten, was die Ubertragung und Infektion betrifft. Somit
sind Erfahrungen und Studien mit Chlamydienspezies bei anderen Tierarten im Grofien und

Ganzen auf schweinepathogene Chlamydienspezies und die Tierart Schwein Ubersetzbar.

Schweine aller Altersgruppen infizieren sich vorrangig oronasal bzw. konjunktival Uber den
direkten und indirekten Kontakt mit infizierten Tieren (z.B. Kot, Tranenflissigkeit) (9), bei
geschlechtsreifen Sauen kann die Infektion auch Uber infizierten Samen bzw. aufsteigend
erfolgen. Chlamydien vermehren sich vorwiegend im Schleimhautepithel der Konjunktiva, dem
Respirations-, Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt (18). Beschriebene
Reproduktionsstorungen variieren von Aborten (19, 20) Uber Mumifizierung (21) bis hin zu

erhdhter Ferkelsterblichkeit bzw. vermehrt lebensschwachen Ferkeln (22). Die Hauptprobleme



stellen jedoch Vaginalausfluss (23) und vermehrtes Umrauschen (24, 25) dar. Chlamydien

wurden in Eileitern und Uteri von betroffenen Zuchtsauen nachgewiesen (26).

Bei infizierten Schweinen konnte bei der histologischen Untersuchung eine Villusatrophie in

Jejunum und lleum festgestellt werden (27).
3.4. Diagnostik

Die Interpretation der Diagnostik von Chlamydien ist generell schwierig (1). In der
Chlamydiendiagnostik beim Schwein gibt es kaum standardisierte Nachweismethoden. Es
sind bei den Farbungen beispielsweise nur wenige Infektionsstudien fur Vergleichswerte
vorhanden (13, 12, 28, 8, 11). Die Schweine wurden dabei meist oral oder konjunktival infiziert
und als Fixierungsmethode der Gewebe wurde immer FFPE verwendet. Untersuchungen des
Genitaltrakts bei Chlamydieninfektionen bei Schweinen wurden vor allem aus

immunologischer Sicht durchgefiihrt (29-31).
3.4.1. Direkter Nachweis
3.41.1. Molekulargenetischer Nachweis mittels PCR

Es gibt PCRs, deren Spezifitat sehr hoch und deren Sensitivitat mindestens so hoch ist wie
bei Isolierungsverfahren (1). Die PCR stellt eine schnelle Nachweismethode dar, die eine
Differenzierung der verschiedenen Spezies zulasst (32), es gibt jedoch auch Chlamydien
ubergreifende PCRs. Die quantitative Real-time PCR (gPCR) ermdglicht eine Quantifizierung

der gewonnen DNA, da auch definierte Standards mitlaufen.
3.4.1.2. Kultur

Die Anzucht von Chlamydien wird nicht als Routineuntersuchung durchgefiihrt, sondern nurin
spezialisierten Labors, da gewisse Sicherheitsvorkehrungen getroffen werden missen und es
sich um einen Zoonoseerreger handelt. Die Anzucht erfolgt mit Hilfe von Zellkulturen und der
Erhalt dieser ist zeitintensiv und teuer, ebenso wie der Anzuchtprozess. Der Mehrwert von
Kulturen ist, dass man eine Aussage treffen kann, ob die nachgewiesenen Chlamydien

infektids sind. Zusatzlich kdnnen Resistenztests durchgeflihrt werden (1).
3.4.1.3. Immunhistochemische Farbungen

Der Immunhistochemie kommt eine grof’e Bedeutung bei Infektionsstudien zu (1). Hierbei
kénnen wie beispielsweise bei Guscetti et al (2009) Paraffinschnitte verwendet werden, die mit
Peroxidase-Anti-Peroxidase gegen das Lipopolysaccharid (LPS) Antigen der Chlamydien

gefarbt und mit Hamalaun gegengefarbt werden (28). Es gibt nur einige wenige



Infektionsstudien, in denen immunhistochemische Farbungen durchgefihrt wurden (13, 12,
28, 8, 11), weshalb die Erfahrungssammlung sehr klein und eine Interpretation der Ergebnisse

schwierig ist.

Zu den immunhistochemischen Farbungen zahlen die Immunhistochemie und die
Immunfluoreszenz (IF). Sie kdnnen verwendet werden, um verschieden fixierte Gewebe auf
das Vorhandensein spezieller Antigene zu untersuchen. Einen wichtigen Teil stellt die
Fixierung dar, wobei es keine Standardmethoden gibt, sondern fiir jedes Antigen die optimale
Fixierung durch Versuche herausgefunden werden muss. Viele Faktoren beeinflussen das
Ergebnis der immunhistochemischen Farbungen. Darunter fallt die Auswahl der Fixierung, der

Art des Epitopenretrievals, der Detektion des Antigens sowie die Art der Signaldetektion (33).

Zur Fixierung stehen verschiedene Methoden zur Auswahl wie beispielsweise FFPE,

Alkohol/Aceton, einer Mischung aus Zinksulfat und Formalin oder die Kryofixierung (33).

Zur Antigendetektion gibt es z.B. die direkte und die indirekte Methode. Bei der direkten
Methode ist bereits der primare Antikbrper mit einem Substrat oder Fluorochrom markiert. Bei
der indirekten Methode kommt es zur Signalamplifikation durch die Bindung eines markierten
sekundaren Antikorpers, der sich gegen den primaren Antikorper richtet. Die direkte Methode
ist schneller, die indirekte Methode ist daflir sensitiver. Die Detektion des Signals kann
entweder Uber eine Farbreaktion mittels Umsetzung eines Substrates oder Uber ein

Fluorochrom erfolgen (34).
3.4.2. Indirekter Nachweis

Der in der Routinediagnostik eingesetzte Antikorpertest ist die KBR, ein Chlamydien-

spezifischer ELISA ist derzeit nicht am Markt erhaltlich.
3.4.21. Komplementbindungsreaktion (KBR)

Fur die KBR wird ein LPS Antigen, das alle Chlamydien enthalten, verwendet (35). Dieser
Antikérpernachweis hat eine niedrige Sensitivitat (11). Es handelt sich um ein subjektives
Verfahren, bei dem Antigen-Antikdrper-Reaktionen in verschiedenen Titrationsstufen unter
dem Mikroskop vom Befunder evaluiert werden missen. Mit dieser Methode kdnnen
Antikdrper gegen Chlamydien detektiert werden, jedoch nicht Antikbrper gegen die
verschiedenen Spezies (36). Die Interpretation ist insofern auch schwierig, da Antikorper bei
ubiquitaren Erregern auch nachgewiesen werden kdnnen, ohne dass diese Ursache des

Problems sein missen.



3.5. Therapie

Tetrazykline werden bei Chlamydiosen bei Schweinen verwendet, weil sie leicht Uber das
Futter oder Wasser verabreicht werden kénnen. Aufgrund mangelnder Alternativen sind
Tetrazykline die Behandlungsmethode der Wahl, obwohl bekannt ist, dass C. suis
Tetrazyklinresistenzgene tragen konnen, die meistens auch mit einer tatsdchlichen Resistenz
gekoppelt sind (10). Makrolide stellen eine Alternative dar, gehdren allerdings zur Gruppe der

kritischen Antibiotika (9). Ebenso kdnnen Chinolone eingesetzt werden (1).
3.6. Prophylaxe

Die Antibiotikabehandlung erfasst nur die intrazelluldren Retikularkérperchen, weshalb es
wichtig ist, dass man grundlich reinigt und desinfiziert, um auch die infektidsen EK in der
Umgebung zu erfassen (9). Chlamydien sind empfindlich gegentiber Chemikalien, die ihren
Lipidgehalt oder die Integritdt ihrer Zellwdnde beeintrachtigen (1). Es kdénnen
Desinfektionsmittels wie beispielsweise quaterndre Ammoniumverbindungen, Phenole,

oxidierende oder chlorhaltige Desinfektionsmittel eingesetzt werden (9).

Bis dato gibt es keine effiziente Impfung fir Schweine gegen Chlamydiaceae. Fiur andere
Tierarten stehen Impfungen zur Verfigung, welche aber nicht gegen die Chlamydienstamme

der Schweine wirken, da diese genetisch und serologisch zu unterschiedlich sind (1).



4. Material und Methoden
4.1. Material
4.1.1. Ubersicht iiber die Organe

Es wurden zehn Aufzuchtferkel, die mit unterschiedlichen Anamnesen zum diagnostischen
Zweck am Institut fur Pathologie der Veterinarmedizinischen Universitat Wien seziert wurden,
in die Studie eingeschlossen (Tab.1). Voraussetzung fur den Einschluss war eine mittels gqPCR
ermittelte rektale Chlamydienausscheidung mit einem maximalen ct-Wert von 30 sowie ein
Alter zwischen funf und zehn Wochen. Von jedem Tier wurden post mortem je vier Proben -

lleum, Lunge, Ing.-LK und Mes.-LK - entnommen.

Nachdem Tier (T) 3 und T4 rektal keine Chlamydien ausschieden, wurden sie nicht in diese

Studie einbezogen.

Tabelle 1: Ubersicht iiber das Tiermaterial

Tiernummer Alter Betrieb
Tier 1 7 Wochen Betrieb 1
Tier 2 7 Wochen
Tier 5 5 Wochen Betrieb 2
Tier 6 5 Wochen
Tier 7 8 Wochen

Betrieb 3
Tier 8 8 Wochen
Tier 9 8 Wochen
Tier 10 7 Wochen

Betrieb 4
Tier 11 7 Wochen
Tier 12 7 Wochen




4.2. Methoden

Die Gewebeproben wurden zum einen fur den molekulargenetischen Nachweis mittels gPCR
in Eppendorftubes auf -80 °C asserviert, zum anderen wurden die Gewebe fir die
Kryoasservierung unter der Verwendung von Methylbutan auf Trockeneis in Cryomolds mit
Optimal cutting temperature (O.C.T.) compound nativ eingebettet und ebenfalls bei -80 °C
gelagert (Cryomolds, Tissue-Tek, Artikelnummer (Art.-Nr.): SA62534-15; O.C.T. compound,
Scigen, Art.-Nr.: 4586; 2-Methylbutan, Roth, Art.-Nr.: 3927.2) (Abb.1).

Abbildung 1: Einbettung in O.C.T. compound
fur Kryoasservierung

Fir die FFPE-Fixierung wurden dieselben Organe in 4%igem Formalin fixiert, in Paraffin
eingebettet und die Schnitte auf Objekttrager gegeben. Bei T10 wurde unabsichtlich kein Mes.-

LK entnommen und daher fehlt dieser in den folgenden Untersuchungen.
4.2.1. Quantitative Real-time PCR (qPCR)

Der Kot wurde mittels qPCR jeweils auf die Prasenz von Chlamydiaceae und C. suis DNA

untersucht, die Organe nur auf die Prasenz von Chlamydiaceae DNA.

Aus jeweils 25 mg Nativgewebe wurde DNA mit einem QIAmp DNA Mini Kit gemal den
Angaben des Herstellers mit einem Elutionsvolumen von 100 yl extrahiert. Diese wurde mit
Stratagene Mx3005P gPCR untersucht. Es wurde eine 23S-rRNA-genbasierte und
Chlamydiaceae spezifische gPCR mit interner Amplifikationskontrolle verwendet. Als
Negativkontrolle wurde DNA-freies Wasser und als Positivkontrolle wurde positiv getestetes
Referenzmaterial verwendet. Die Standardkurve wurde durch eine sechsfache
Verdinnungsreihe von C. abortus-DNA gebildet. Der Schwellenwert wurde auf 0,1 fur jeden

Lauf eingestellt und alle Ergebnisse mit einem ct-Wert <32 wurde als positiv gewertet. Bei allen
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Proben wurden dann noch eine 23S-rRNA-basierte C. suis spezifische qPCR durchgefihrt.

Der Schwellenwert wurde auch hier in jedem Lauf auf 0,1 eingestellt (37).
4.2.2. Histologische Untersuchung

Nach der Fixierung der Gewebeproben fir mindestens 24 Stunden in einer 4%igen gepufferten
Formaldehydlésung erfolgte die Einbettung in Paraffinbldcke. Es wurden Schnitte mit einer
Schnittstarke von 1-2 ym angefertigt. Nach der Deparaffinierung wurde der Objekttrager mit
Hamatoxylin-Eosin angefarbt und unter dem Mikroskop evaluiert. Dies erfolgte am Institut fur

Pathologie und es wurden nur die Ergebnisse fur die Auswertungen dieser Studie verwendet.
4.2.3. Gewebevorbereitung
4.2.3.1. Kryofixierung

Die Proben wurden eine Stunde auf -20 °C akklimatisiert und mit dem Kryotom (Kryotom,
Modell CM1950, Leica, Referenznummer: 14047742456) geschnitten. Das Lungengewebe
wurde 4 um und das restliche Gewebe 3 ym dick geschnitten und auf Adhasionsobjekttrager
gegeben (Superfrost Plus Adhesion Microscope Slides, Epredia, Art.-Nr.: J7800AMN2Z).
Anschlie3end wurden die Schnitte eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) getrocknet und tber
Nacht bei -20 °C aufbewahrt.

Am Folgetag wurden die Schnitte in eiskaltem Methanol-Aceton (-20 °C, Mischverhaltnis 1:1)
fur zehn Minuten fixiert (Aceton, Roth, Art.-Nr.: CP40.1; Methanol, Roth, Art.-Nr.: CP43.1;
Farbekasten nach Hellendahl). Anschlie®end wurden die Schnitte dreimal je zehn Minuten in
Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen (Phosphate Buffered Saline, Sigma, Art.-
Nr.: P-3813).

4.2.3.2. Formalin-Fixiert Paraffin-Eingebettet (FFPE)

Zum Deparaffinieren wurden die Schnitte zweimal je zehn Minuten in 60 °C warmen
Isopropanol inkubiert (2-Propanol, Supelco, Art.-Nr.: 1.09634.2500; Wasserbad, Phoenix
Instrument, WB 12). Anschlielend wurden sie mit 100%igem EtOH gespllt und mittels
absteigender Alkoholreihe rehydriert (jeweils flr drei Minuten: 100%iger, 90%iger, 80%iger,
70%iger, 50%iger EtOH), funf Minuten in deionisiertem Wasser und drei Minuten in PBS
gewaschen (Ethanol absolute, Scharlau, Art.-Nr.: ET00232500; Deionisiertes Wasser,

Sartorius Arium pro).

Das Epitopenretrieval wurde mittels Proteolytic-induced Epitope Retrieval (PIER)

durchgeflhrt. Hierflr wurden die Schnitte in einem Wasserbad bei 37 °C mit Proteinase K (0,6
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U/ml) in PBS fir funf Minuten inkubiert (Proteinase K, Promega, Art.-Nr.: V3028).

Anschlie3end wurde flnf Minuten mit PBS gewaschen, um die Reaktion zu stoppen.
4.2.4. Farbungen

Die Objekttrager wurden abgeklopft, das Gewebe mit einem wasserabweisenden Stift (Dako
Pen) eingekreist und in der humiden Staining Chamber fur 30 Minuten mit 5%igem Goat Serum
blockiert (Dako Pen, Dako, Art.-Nr.: S2002; Goat serum, Normal Serum Block, BioLegend,
Art.-Nr.: 927501; Staining Chamber StainTray Black lid, Roth).

Anschlielend wurden die Schnitte mit 1:200 in PBS verdlinntem Primarantikérper Gber Nacht
bei 4 °C in der Staining Chamber inkubiert (Primarer Antikdrper: anti-Chlamydia mouse
monoclonal IgG3, Progen, Art.-Nr.: ACI-P500) (Abb.2).

Abbildung 2: Objekttrager mit kryofixierten Schnitten
nach Auftragen der primaren AntikGrperverdinnung in
der Staining Chamber

Am nachsten Tag wurden die Objekttrager abgeklopft und dreimal je zehn Minuten

gewaschen.

AnschlieBend wurde der sekundare Antikorper in einer Verdinnung von 1:400 aufgetragen
und fur eineinhalb Stunden in die Staining Chamber bei RT inkubiert (Sekundarer Antikorper:
Gt Anti-Ms IgG (H+L) Hu Ads, Cy3, Invitrogen, Art.-Nr.: M30010). AnschlieRend wurde wieder
dreimal fur je zehn Minuten mit PBS gewaschen.

Die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI (DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol), Sigma-Aldrich, Art.-
Nr.: D9542) fur drei Minuten. Ab dem sekundaren Antikdrper wurde darauf geachtet, dass die
Proben sich, wenn mdglich, im Dunklen befanden. Gewaschen wurde wieder dreimal je zehn
Minuten mit PBS und mit Fluoromount eingedeckt (Deckglaser, Marienfeld, Art.-Nr.: 01 011
72; Fluoromount Aqueous Mounting Medium, Sigma-Aldrich, Art.-Nr.: F4680).
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Bei der Negativkontrolle wurde in beiden Fixierungsmethoden kein Primarantikdrper auf die
Schnitte appliziert. Als Positivkontrolle diente eine FFPE-Probe eines Darms aus der

Infektionsstudie von Guscetti et al (2009).
4.2.5. Wiederholungen

Aufgrund einer ungleichmaRigen DAPI-Farbung wurden insgesamt elf Schnitte der
kryoasservierten Proben wiederholt. Bei einigen FFPE-Schnitten trat eine unspezifische
Farbung in Form von Autofluoreszenz auf. Es wurden alle FFPE-Schnitte wiederholt und der
PBS Waschpuffer mit Trisgepufferter Salzlésung (TBS) ersetzt (TBS Tablets, Merck Millipore,
Art.-Nr.: 524750-1EA).

4.2.6. Mikroskopie

Die angefarbten Schnitte wurden mit einem Epifluoreszenzmikroskop mit einer semi-
automatischen Scanningfunktion aufgenommen (Zeiss Axio Observer Z1; Zeiss Axio Imager
Z1, TissueGnostic, TissueFAXS 7.1.133) (Abb.3). Fur die Aufnahmen wurde ein 20x Objektiv

verwendet.

Die Schnitte wurden mit dem Zeiss Fluoreszenzmikroskop mikroskopiert. Als Bildprogramm

wurde TissueFAXS Viewer 7.1.133 von TissueGnostic verwendet.

|

Abbildung 3:

Epifluoreszenzmikroskop (Zeiss)
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4.2.7. Analyse mittels TissueQuest

Die Proben wurden mittels TissueQuest 7.1.1.130 ausgewertet. In jedem Scan wurde manuell
eine Region Of Interest (ROI) in der GroRe von 6 mm? gesetzt und mit den in Abb.4

angegebenen Einstellungen fir die Segmentierung in TissueQuest analysiert.

Die kryofixierten Proben, die FFPE-Proben und die Wiederholung der FFPE-Proben wurden
jeweils in einem separaten TissueQuest-File analysiert. Von den untersuchten ROIs wurde die
Gesamtzahl an Zellen, der Chlamydien positiven Zellen in absoluten Zahlen und in Prozent
ausgewertet, aulRerdem die Durchschnittsintensitat von Cy3. Die Segmentierung der Zellen
wurde anhand der DAPI markierten Zellkerne vorgenommen. In Abb.5 ist eine beispielhafte

Darstellung der mit diesen Einstellungen erstellten Segmentierung zu sehen.

I Marker name: Cy3 I Is not master | Marker name: DAPI ‘ Is master
Segmentation Method Parameters Segmentation Method Parameters
Parameter Value Parameter Value
Use Ring Mask Yes Nuclei Size 10
Interior Radius -20pm Remove small-sized objects 2
Exleri.c:r Radius 20um Remove weakly stained objects 1
sa Identrfled el Mask No Automatic Background Threshold Yes
Use Nuclei Mask No
Automatic Background Threshold Yes - Threshold Range [50. 60000]
Threshold Range [1000, 65535] Virtual Channel L
Post Processing Order Remove, Merge
Remove Labels No
Use Merging Rules No

Abbildung 4: Marker Einstellungen fur Cy3 und DAPI

Zur Identifizierung der positiven Proben wurde der DAPI-Cut-Off am 5%-Perzentil und der Cut-
Off von Cy3 fur die kryofixierten Proben bei 110 gesetzt. Fir die FFPE-Proben wurde aufgrund
des hdheren Backgrounds der Cut-Off auf 125 erhoht. Die Cut-Offs fur Cy3 wurden anhand
der Kontrollen gesetzt. Die so erhaltenen Ergebnisse wurden im Analysereport

zusammengefasst.

Fir jede Probe wurde ein Histogramm mit der DAPI-Mean Intensity und ein Histogramm mit
der Cy3-Mean Intensity erstellt. Bei den Histogrammen mit den Mean Intensities wurden die
Cut-Offs eingefugt. Im Streudiagramm DAPI-Mean Intensity/Cy3-Mean Intensity wurden die
Cut-Offs Ubernommen und die Punkte im oberen rechten Quadranten entsprechen jeweils
Chlamydien positiven Zellen. Bei den FFPE-Proben wurde zusatzlich ein Histogramm mit dem

Cy3-Perimeter (um) erstellt.
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Abbildung 5: Beispiel fur eine Zellsegmentation DAPI

4.2.8. Analyse per Auge

Da es aber aufgrund von Backgroundfluoreszenz zu falsch positiven Ergebnissen gekommen
ist, wurden dieselben ROIs mit dem Auge ausgezahlt. Artefakte konnten so als falsch positive

Signale erkannt und ausgeschlossen werden.
4.2.9. Einteilung der Ergebnisse

Die ct-Werte der gqPCR wurden eingeteilt in hochgradig (hgr.) positiv, wenn der Wert <28 war.
ct-Werte >28 und <30 wurden als mittelgradig (mgr.) positiv beurteilt, >30 und <32 als
geringgradig (ggr.) positiv und >32 und <35 als fraglich positiv. ct-Werte >35 wurden als
negative Ergebnisse gewertet.

Fur die Einteilung der Ergebnisse der IF mittels TissueQuest wurden die Prozentzahlen der
Zellen mit Chlamydieneinschlissen im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl der Zellen in der

ausgewerteten ROl herangezogen.

Die IF-Ergebnisse, die per Auge ausgezahlt wurden, sind in absoluten Zahlen - Anzahl der

positiven Einschlisse - angegeben.



15

5. Ergebnisse

Zuerst sind die Ergebnisse der qPCR, der histologischen und pathologischen Untersuchung

dargestellt und im Anschluss daran die Ergebnisse der IF.
5.1. qPCR-Ergebnisse

Im durchgefiihrten Lauf entsprach der ct-Wert von 30,36 10? Chlamydien-DNA/25 mg Gewebe,
der ct-Wert von 27,13 10° Chlamydien-DNA/25 mg Gewebe sowie der ct-Wert von 24,44 10*
Chlamydien-DNA/25 mg Gewebe.

Im Kot aller Tiere konnten mittels gPCR Chlamydiaceae ct-Werte <31,62 sowie C. suis ct-
Werte <28,85 ermittelt werden (Tab.2). Verglichen dazu wiesen acht von zehn llea ein
positives gPCR-Ergebnis mit stets hdheren ct-Werten auf als im Kot (C. suis). Bei den Mes.-
LK waren die gqPCR-Ergebnisse bei den Proben von T8 ggr. positiv, bei flinf Tieren fraglich (ct-
Werte Uber 33) und bei den brigen vier Ferkeln (1,6,11,12) negativ. Bei den Ing.-LK wies nur
T6 einen hohen ct-Wert (36,52) auf. Alle zehn Tiere waren somit negativ. Die Lunge war bei
zwei Tieren negativ (11 und 12) und bei den restlichen Tieren war ein Nachweis mdglich,
jedoch mit hohen ct-Werten >36 und somit waren sie ebenfalls negativ.

Tabelle 2: Chlamydiaceae qPCR-Ergebnisse (ct-Werte) der Mes.-LK, llea, Ing.-LK und

Lungen sowie Chlamydiaceae und C. suis qPCR-Ergebnisse (ct-Werte) des Kots aller zehn
Tiere

Kot Mes.-LK lleum Ing.-LK Lunge
Chlamydiaceae/
C. suis
Tier 1 26,16/23,29 - 27,27 - 38,82
Tier 2 30,35/27,20 38,47 33,50 - 38,48
Tier 5 25,59/22,38 33,06 27,66 - 36,22
Tier 6 27,49/25,02 - 32,01 36,52 37,22
Tier 7 26,54/23,57 40,70 31,70 - 38,57
Tier 8 26,01/23,46 31,57 26,85 - 39,39
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Tier 9 26,77/24,21 34,69 25,56 - 40,03
Tier 10 27,38/24,68 35,13 24,78 - 39,66
Tier 11 31,62/28,85 - - - -
Tier 12 27,13/24,68 - - - -

C. suis = Chlamydia suis, Mes.-LK = Mesenteriallymphknoten,

Ing.-LK = Inguinallymphknoten

- = negativ

Alle Organe auf Chlamydiaceae untersucht

PCR-Ergebnisse: hochgradig positiv: ct-Wert <28, mittelgradig positiv: ct-Wert >28 und <30,
geringgradig positiv: ct-Wert >30 und <32, fraglich: ct-Wert >32 und <35, negativ: ct-Wert
>35

5.2. Pathologische und histologische Ergebnisse

In der Tab.3 sind die pathomorphologischen und -histologischen Ergebnisse der Zielorgane
dargestellt. Acht von zehn Tieren wiesen pathohistologische Veranderungen der Lunge auf.
Dabei handelte es sich zum Grofteil um Pneumonien. Nur ein Tier hatte eine histologische
Veranderung des lleums in Form einer ggr.-mgr. Infiltration der Lamina propria durch
eosinophile Granulozyten (T6). Acht Tiere hatten pathologisch veranderte Ing.-LK, dies zeigte
sich vor allem in Hyperplasien und histologisch durch Infiltrationen mit Entziindungszellen. Bei
40 % der Tiere wurde eine Veranderung der Mes.-LK festgestellt. Diese waren alle
verschieden-gradig hyperplastisch. Fur alle Tiere wurde bei der histopathologischen

Untersuchung eine Diagnose gestellt.

Tabelle 3: Pathologische und histologische Befunde in Bezug auf die untersuchten Organe

Tier Lunge lleum Ing.-LK Mes.-LK
Tier 1 katarrhalisch- 0.B. histologisch mgr. 0.B.
eitrige diffuse Infiltration
Bronchopneumo- durch eosinophile
nie Granulozyten
Tier 2 kleinflachige, o.B. 0.B. o.B.
fokale, leicht in die
Tiefe ziehende,
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dunkelrote

Veranderung im

rechten
Spitzenlappen
Tier 5 0.B. 0.B. ggr. infiltriert durch ggr. Hyperplasie und
eosinophile histologisch
Granulozyten herdférmige, maRige
Karyorrhexis
Tier 6 0.B. ggr.-mgr. malig infiltriert durch | 0.B.
Infiltration eosinophile
der Lamina | Granulozyten
propria
durch
eosinophile
Granulozy-
ten
Tier 7 katarrhalisch- 0.B. mahige diffuse 0.B.
eitrige und lymphatische
interstitielle Hyperplasie
intralobulare und
peribronchiale
Pneumonie,
mafige
herdférmige
fibrinds-eitrige bis
chronische
Pleuritis
Tier 8 katarrhalisch- 0.B. maRig diffuse 0.B.
eitrige und lymphatische
interstitielle Hyperplasie

intralobulare und
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peribronchiale
Pneumonie, mqr.
Fibrinds-eitrige bis
chronische

Polyserositis

Tier 9

interstitielle
intralobulare und
peribronchiale

Pneumonie

0.B.

0.B.

maRig

hyperplastisch

Tier 10

schleimig-eitrige
Bronchitis/

Bronchiolitis

0.B.

histologisch deutlich
histiozytare
Infiltration mit
einzelnen
verdachtigen,
botryoiden,
basophilen
Einschlusskorper-
chen und einzelne
mehrkernige
Riesenzellen,
hochgradige
Siderose und ggr.
diffuse Infiltration
durch eosinophile

Granulozyten

0.B.

Tier 11

beidseits
multifokale bis
nahezu diffuse
adhasive Pleuritis,
beide

Lungenspitzen-

o.B.

ggar. hyperplastisch,
histologisch dezente
histiozytare
Infiltration, mehrere

eosinophile

ggr. hyperplastisch
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lappen multifokale
bis konfluierende,
pneumonisch

indurierte Areale

Granulozyten, mgr.

Siderose

ausgepragte diffuse
Lymphozytendeple-
tion, einige
mehrkernige
Riesenzellen und

einzelne Histiozyten

Tier 12 | katarrhalisch- 0.B. Umgebung der Ing.- | hgr. hyperplastisch,
eitrige LK mgr. ggr. diffuse
Spitzenlappen- Odematisiert, Lymphozytendeple-
pneumonie histologisch deutlich | tion, mehrere

mehrkernige
Riesenzellen, einige
Histiozyten, ggr.
eosinophile

Granulozyten

Ing.-LK = Inguinallymphknoten, Mes.-LK = Mesenteriallymphknoten, ggr. = geringgradig,
mgr. = mittelgradig, hgr. = hochgradig, 0.B. = ohne Befund/Besonderheiten

5.3. Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen

Mittels IF konnten Chlamydieneinschllsse angefarbt werden, sowohl bei den kryofixierten als
auch den FFPE-Proben. In Abb.6 sieht man beispielhaft einen Chlamydieneinschluss in der
Lunge von T5 in der kryofixierten Probe sowie in der FFPE-Probe. Die Negativkontrollen

konnten als negativ (Abb.7) und die Positivkontrolle als positiv (Abb.8) bestatigt werden.

20 pm 20 pm
D) f——

Abbildung 6: A: Beispiel einer mit Chlamydien infizierten Zelle in der kryofixierten Lunge von
Tier 5, B: Beispiel einer mit Chlamydien infizierten Zelle in der Lunge von Tier 5 mittels FFPE
fixiert
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Abbildung 7: Negativkontrolle FFPE

Abbildung 8: Positivkontrolle FFPE

5.3.1. Kryofixierte Proben

Beim lleum von T12 wurde der Cy3-Cut-Off aufgrund vermehrter Backgroundfluoreszenz auf
134 erhoht.
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Abb.9 zeigt die immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme des kryofixierten lleums von T8

mit der 6 mm? grofden ROI, welche durch das orange Rechteck markiert ist.

Tier 8 - T8_lleum: T8 ileum ROl

Objective: 20x

Rows count: 5

Columns count: 7

FOV's count: 35

FOV Size: 0,666202962 mm/ 0,666203022
mm

Area: 5,999461 mm?

Status: Processed (35 out of 35 FOVs)

Comment:

Abbildung 9: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme vom kryofixierten lleum von Tier
8 mit der ausgewahlten Region Of Interest (oranges Rechteck), Tabelle mit Daten der
Einstellungen des Epifluoreszenzmikroskops

In Abb.10 sind beispielhaft am lleum von T8 die Histogramme und das Streudiagramm
dargestellt, die bei allen Proben aus den ausgewahlten Flachen erstellt wurden. Links befindet
sich ein Histogramm, das die mittlere Intensitat des DAPI-Lichtsignals angibt. In der Mitte ist
die mittlere Intensitat der Cy3 Lichtintensitat zu sehen. Auf der rechten Seite ist ein
Streudiagramm zu sehen, das das Verhaltnis der mittleren Lichtintensitat von DAPI/Cy3
angibt. Durch die erstellten Cut-Offs ergeben sich vier Quadranten. Der rechte obere Quadrant
zeigt die Signale als Punkte, die jeweils fur eine Zelle mit Chlamydieneinschluss stehen. In

diesem Beispiel wurden 111 Zellen als positiv gewertet.



22

DAPI - Mean Intensity Cy3 - Mean Intensity DAPI - Mean Intensity / Cy3 - Mean Intensity
103 4 110 1070 103
Tpan% 93.52% ey 0.53% _[0.03% 0.50%
0 o o
= w
— c
]
0| - .
m
— >
U - m -
— -l
1110
0 2|6 45% 93.02%|
l I l )58 T R T '_f I I l L
DAPI - Mean Intensity ' Cy3 - Mean Intensity " DAPI- Mean Intensity

Abbildung 10: Diagramme des kryofixierten lleums von Tier 8, Links: Histogramm mit der
durchschnittlichen DAPI-Intensitat, Mitte: Histogramm mit der durchschnittlichen Cy3-
Intensitat, Rechts: Streudiagramm mit der durchschnittlichen DAPI- und Cy3-Intensitat

5.3.2. FFPE-Proben

Bei den FFPE-Proben werden im weiteren Verlauf nur die Ergebnisse der Wiederholung
angegeben, da es bei der ersten Durchfiihrung zu einem unspezifischen Signal in Form von

Autofluoreszenz gekommen ist.

Beim Mes.-LK von T6 wurde der Cy3-Cut-Off auf 200 erhéht aufgrund vermehrter

Backgroundfluoreszenz.

In Abb.11 sind die technischen Details sowie die immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme
vom FFPE Ing.-LK von T5 mit der ROI dargestellt.

Hier wurden dieselben Diagramme (Abb.12) erstellt wie bei den kryofixierten Proben. Im
Folgenden ist der Ing.-LK von T5 als Beispiel angegeben. In diesem Organ wurden keine

Chlamydien positiven Zellen gefunden.
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Tier 5_2 - T5_inguinal LN: T5 inguinal LN ROI

Objective: 20x

Rows count: 6

Columns count: 4

FOV's count: 24

FOV Size: 0,666202962 mm/ 0,666202962
mm

Area: 5,999460 mm?

Status: Processed (24 out of 24 FOVs)

Comment:

Abbildung 11: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme vom FFPE Inguinallymphknoten
von Tier 5 mit der ausgewahlten Region Of Interest (oranges Rechteck), Tabelle mit Daten der
Einstellungen des Epifluoreszenzmikroskops

DAPL - Mean Intensity Cy3 - Mean Intensity DAPI - Mean Intensity / Cy3 - Mean Intensity
125 ] 125 12
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- 0| o
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— £ 1] P ]
ai -
,,,,, LY
o d =
- e BTl
0 015.07% 94 93%
I 1k I i) I ) | | I I 3 | I 7|7 | ,,I, [ ”|7
DAPI - Mean Intensity "~ Cy3-MeanIntensity " DAPI- Mean Intensity

Abbildung 12: Diagramme des FFPE Inguinallymphknoten von Tier 5, Links: Histogramm mit
der durchschnittlichen DAPI-Intensitat, Mitte: Histogramm mit der durchschnittlichen Cy3-
Intensitat, Rechts: Streudiagramm mit der durchschnittlichen DAPI- und Cy3-Intensitat



24

5.4. Vergleich der verschiedenen Untersuchungen

Im Folgenden wird nur noch auf die Auszahlung per Auge eingegangen, da die Ergebnisse
der TissueQuest-Auszahlung nicht mit der tatsachlichen Anzahl der Einschlisse im Gewebe
Ubereinstimmten. Beispielsweise war die Lunge von T12 in der gPCR negativ und auch in der
IF der FFPE-Probe, jedoch wurden in 2,33 % der Zellen der kryofixierten Probe Einschlisse
gefunden. Die Auszahlung per Auge zeigte, dass in beiden Fixierungsmethoden in der IF keine
Einschlisse vorhanden waren. Die Ergebnisse der IF mittels TissueQuest-Auszahlung
passten auch bei den Ing.-LK nicht logisch zusammen, denn in der gPCR waren alle Ing.-LK
negativ und in der IF waren bei den kryofixierten Proben neun von zehn und in den FFPE-
Proben eine positiv. Bei der Auszahlung per Auge konnte ebenso kein einziger Einschluss in

den Ing.-LK gefunden werden.

In Tab.4 wird der Vergleich der gPCR-Ergebnisse der Organe und des Kots mit der Histologie,
Pathologie und IF der kryofixierten als auch FFPE-Proben der Organe veranschaulicht.
Jeweils dieselben 6 mm? der IF, die zuvor mittels TissueQuest ausgezahlt wurden, wurden

von mir per Auge ausgezahit.

Die Ing.-LK waren sowohl mittels gPCR als auch mittels IF negativ. Die Ergebnisse der IF

decken sich groliteils mit denen der gPCR.

Die histopathologischen Ergebnisse stimmen nicht mit denen der gPCR Uberein. Die ct-Werte
der gPCR waren bei acht Tieren im Kot (Chlamydiaceae) niedriger als im lleum und die
anderen zwei Ferkel hatten negative qPCR-Ergebnisse der llea, aber positive Ergebnisse im
Kot.

Tabelle 4: Vergleich der Ergebnisse von gPCR (Organe und Kot), Histologie und Pathologie
und IF (Kryofixierung und FFPE)

Tier ID, gPCR der Pathohistologische | IF: Kryo- | IF: gPCR des
Material Organe Untersuchung fixierung | FFPE Kots
(Chlamydiaceae) (Chlamydi-
aceae)
T1 Lunge 38,82 XXX 0 0 26,16
T1 lleum 27,27 --- 15 0
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T1 Ing.-LK - XXX
T1 Mes.-LK - -
T2 Lunge 38,48 XXX 30,35
T2 lleum 33,50 -
T2 Ing.-LK - -
T2 Mes.-LK 38,47 ---
T5 Lunge 36,22 --- 25,59
T5 lleum 27,66 -
T5 Ing.-LK - XXX
T5 Mes.-LK 33,06 XXX
T6 Lunge 37,22 - 27,49
T6 lleum 32,01 XXX
T6 Ing.-LK 36,52 XXX
T6 Mes.-LK - —
T7 Lunge 38,57 XXX 26,54
T7 lleum 31,70 -
T7 Ing.-LK - XXX
T7 Mes.-LK 40,70 ---
T8 Lunge 39,39 XXX 26,01
T8 lleum 26,85 ---
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T8 Ing.-LK - XXX 0 0
T8 Mes.-LK 31,57 --- 3 1
T9 Lunge 40,03 XXX 0 0 26,77
T9 lleum 25,56 --- 3 0
T9 Ing.-LK - --- 0 0
T9 Mes.-LK 34,69 XXX 0 0
T10 Lunge 39,66 XXX 1 0 27,38
T10 lleum 24,78 --- 0 0
T10 Ing.-LK - XXX 0 0
T10 Mes.-LK 35,13 --- 0 0
T11 Lunge - XXX 0 0 31,62
T11 lleum - --- 0 0
T11 Ing.-LK - XXX 0 0
T11 Mes.-LK - XXX 0 0
T12 Lunge - XXX 0 0 27,13
T12 lleum - --- 0 0
T12 Ing.-LK - XXX 0 0
T12 Mes.-LK - XXX 0 0

T = Tier, Ing.-LK = Inguinallymphknoten, Mes.-LK = Mesenteriallymphknoten

Pathologie und Histologie: xxx = Veranderungen der Organe, --- = 0.B.

gPCR: - =negativ

IF-Ergebnisse: Anzahl der Chlamydien positiven Zellen in Region Of Interest (6 mm?) per
Auge ausgezahlt
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In Abb.13 sind mittels Saulendiagramme die mit dem Auge ausgezahlten Ergebnisse der IF
vergleichend fir die kryofixierten und FFPE-Proben in absoluten Zahlen dargestellt. Die ct-
Werte der gPCR (Chlamydiaceae) wurden auch zum jeweiligen Organ hinzugefligt sowie die

des Kots.
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Abbildung 13: Vergleichende Ergebnisse der IF mittels Kryofixierung (einfarbig) und FFPE
(farbig strichliert) und die ct-Werte der qPCR (Chlamydiaceae)

Im lleum von T1 wurden bei der Auszahlung der kryofixierten Probe 15
Chlamydieneinschlisse gefunden, was sehr gut mit dem gPCR-Ergebnis Ubereinstimmt. In
der FFPE-Probe desselben lleums konnten keine Einschlisse gefunden werden. Es kam bei
insgesamt funf Tieren vor, dass die kryofixierte Probe des lleums in der IF mit dem qPCR-
Ergebnis Ubereinstimmt, aber die FFPE-Probe keine Einschlisse zeigte. In den Lungen
wurden nur vereinzelt Einschlisse gefunden und das bei hohen ct-Werten, wobei es sein kann,

dass es sich hierbei um Artefakte handelt. Alle Ing.-LK waren in der gPCR negativ und auch
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in der IF in beiden Fixierungsmethoden waren diese Proben negativ. Drei Ferkel hatten einen
ct-Wert <35 im Mes.-LK. T8 hatte im Mes.-LK einen ct-Wert von 31,57 und hier wurden in der
IF auch in beiden Asservierungsmethoden Einschlisse gefunden. T11 und T12 waren in der

gPCR in allen Organen negativ und ebenso in der IF.
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6. Diskussion

Unabhangig von der Methode konnten in den gewahlten Zielorganen nur sehr wenige Zellen
mit Chlamydieneinschliissen entdeckt werden. Das kann daran liegen, dass es sich beim
Material um Proben von Tieren handelte, die zur Erkrankungsabklarung auf die Pathologie
kamen, und nicht um Tiere einer Infektionsstudie. Aus vorrangegangen Studien geht hervor,
dass der Darm das Hauptreservoir fir Chlamydien darstellt und diese Uber den Kot
ausgeschieden werden (28, 38, 39). Es ist bekannt, dass Aufzuchtferkel zuverlassig
Chlamydien ausscheiden. Das hangt damit zusammen, dass die Tiere nach dem Absetzen
zusammengesperrt werden und einzelne Saugferkel, die Ausscheider sind, die anderen Ferkel
anstecken. Je mehr Tiere unterschiedlicher Herkunftsbetriebe in Mastbetrieben
zusammenkommen, desto  hoher ist auch in dieser Altersgruppe die
Ansteckungswahrscheinlichkeit (40). Die Tierdichte in den Buchten ist meistens sehr hoch und
mit steigender Tierdichte steigt auch die Ubertragung (41). Da aufgrund des ubiquitiren
Vorkommens der Chlamydien sowie des Alters der Tiere anzunehmen war, dass die Ferkel
infiziert waren, wurde als Voraussetzung fir den Einschluss in die Studie eine rektale
Ausscheidung von einem ct-Wert <30 und somit eine Mindestausscheidungsmenge definiert.
Auch in den llea waren die nachgewiesenen Erregermengen zum Teil hoch, was sich in den
meisten Fallen nicht mit den geringen Einschlussnachweisen mittels IF deckte. Mogliche
Erklarungen fur diese Diskrepanz konnte die Menge des Probenmaterials oder die
inhomogene Verteilung der Chlamydien im Gewebe sein. So wurden fur die gPCR 25 mg
Gewebe fur die DNA-Extraktion verwendet, wahrend die angefarbten Schnitte mit einer
Schnittdicke von 3-4 pm weitaus weniger Probenmaterial abdeckten. Fir samtliche
Nachweismethoden wurde versucht, wenn moglich angrenzende Gewebestiicke zu
verwenden, jedoch schliel3t dies nicht aus, dass sich in den jeweiligen Gewebestlcken

unterschiedliche Mengen an mit Chlamydien infizierten Zellen befanden.

FFPE und Kryoasservierung haben verschiedene Vor- und Nachteile. Die Vorteile der
Kryofixierung liegen darin, dass die Gewebevorbereitung einfacher ist, da die Deparaffinierung
und das Epitopenretrieval wegfallen, weshalb eine schnellere Probenaufbereitung mdglich ist.
Die Zellmorphologie bei kryofixierten Proben bleibt wesentlich schlechter erhalten als bei
FFPE-Proben. Ebenso ist die Lagerung schwieriger, da die Proben bei -80 °C gelagert werden
mussen. Neben der besseren Zellmorphologie haben FFPE-Proben eine langere Haltbarkeit

bei einfacherer Lagerung. FFPE wird schon lange zur Gewebefixierung verwendet. Nachteile



33

dabei liegen in der Schrumpfung des Gewebes und dass giftige Ldosungsmittel zur

Deparaffinierung nétig sind, da sich das Paraffin nicht in Alkohol und Wasser |6st.

Da das untersuchte Gewebe von Tieren aus dem Feld stammt und nicht gezielt mit
Chlamydien infiziert wurde, gingen wir von einer eventuell geringeren Anzahl an mit
Chlamydien infizierten Zellen aus. Aus diesem Grund fiel die Entscheidung der
Detektionsmethode aufgrund der héheren Sensitivitat auf die IF. Wegen der auftretenden
Backgroundfluoreszenz kam es bei der maschinellen Auswertung mittels TissueQuest zu
vermehrt falsch positiven Ergebnissen, weshalb die Proben schlussendlich per Auge
ausgezahlt wurden. Die Ergebnisse dieser Auszahlung deckten sich zum Grolf3teil mit den
gPCR-Ergebnissen. Der Vorteil der Auswertung mittels TissueQuest war, dass sie schneller
war, aber im Endeffekt stellte sich heraus, dass die zeitaufwendigere Auszahlung per Auge
besser geeignet ist. Eine Adaptierung der Einstellungen bei der maschinellen Auswertung

kdénnte bessere Ergebnisse liefern.

Wir entschieden uns dazu, pro Tier vier unterschiedliche Organe zu untersuchen. Das lleum
wurde gewahlt, da es sich in der Infektionsstudie von Guscetti et al (2009) als gutes Material
fur die Chlamydiendiagnostik herausgestellte und somit auch Vergleichsliteratur bekannt ist
(28). Interessanterweise befanden sich in den Proben der llea anhand der gqPCR-Ergebnisse
weniger Chlamydien als im Kot. Das kdnnte einerseits an der Beprobungsmethode liegen,
andererseits an der Beprobungslokalisation. Fur die Kotanalyse wurde ein Kottupfer
entnommen und direkt in das Sucrosephosphatmedium gegeben und bis zur weiteren
Bearbeitung bei -80 °C eingefroren. Fir die Extraktion wurde dann das Medium verwendet.
Das Gewebe wurde ebenfalls bis zur weiteren Analyse auf -80 °C asserviert, allerdings wurde
nicht das Medium fur die Extraktion verwendet, sondern 25 mg Gewebe. Da der Kot den
gesamten Darm passiert, befinden sich darin Epithelzellen aus dem gesamten Darm, wahrend

wir uns hingegen in der IF und gPCR nur einen kleinen Teil des lleums angesehen haben.

Die Lunge wurde gewahlt, weil prinzipiell noch nie Chlamydien bedingte Atemwegsprobleme
beim Ferkel dieser Altersgruppe im Feld als solche diagnostiziert wurden, wodurch man nicht
davon ausgehen kann, dass die Infektionsdosen in den Stallen hoch genug sind. Neben zwei
negativen Tieren gab es Tiere mit sehr hohen ct-Werten (36,22—40,03) und auch die Anzahl
der nachgewiesenen Einschlisse war sehr gering. Die Besiedelung des Lungenepithels mit
C. suis konnte bereits immunhistochemisch bei der Infektionsstudie von Reinhold et al (2008)
nachgewiesen werden. Hierflr inhalierten die Schweine je 35-40 | Aerosol, das 1,0 ml einer

Chlamydien Zellkultur mit 10° ,Inclusion forming units“ pro ml enthielt. In diesen infizierten
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Lungen konnten Entzindungen histologisch durch Infiltrationen von neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten sowie Lymphozyten im Lungengewebe festgestellt werden (12).
Die fur unsere Studie herangezogenen Ferkel litten zwar teilweise an Respirationskrankheiten,
jedoch koénnte die Infektion noch nicht fortgeschritten genug gewesen sein, um die Zilien weit
genug zu beeintrachtigen, dass sie eine Infektion mit Chlamydien begunstigen wuarden. Ein
anderer Grund konnte sein, dass im Betrieb wenig Staub war, an den die Chlamydien hatten

gebunden sein konnen oder die Chlamydienlast generell zu gering war.

Der Ing.-LK wurde gewahlt, weil bis dato keine Chlamydieneinschlisse in diesen Lymphknoten
beschrieben wurden und auch wir konnten keine Chlamydien in diesem Gewebe nachweisen.
Die Ergebnisse decken sich somit mit den Erwartungen. Die Lymphonodi (Lnn.) inguinales
superficiales sowie auch die Lnn. subiliaci gehdren zum Lymphocentrum inguinofemorale,
deren ftributdre Gebiete Hodensack und Penis beim mannlichen Tier und die hinteren
Mammarkomplexe beim weiblichen Tier darstellen. Der Abfluss flhrt zunachst zu den Lnn.
iliaci mediales und dann Uber den Truncus lumbalis zur Cisterna chyli (42). Es ist nicht zu
erwarten, dass sich Chlamydien in Hodensack, Penis bzw. den Mammarkomplexen
vermehren. Im Ing.-LK kénnten Chlamydien theoretisch nur dann nachweisbar sein, wenn sie
nach einer Bakteriamie von Monozyten und Makrophagen aufgenommen werden und so in

den Lymphknoten gelangen (28, 43).

Die Lnn. mesenterici caudales sind Teil des Lymphocentrum mesentericum caudale. Das
tributare Gebiet der Mes.-LK sind das Colon descendens und das Rectum. Der Abfluss erfolgt
uber den Truncus intestinalis in die Cisterna chyli (42). Der Mes.-LK wurde gewahlt, weil
Chlamydien nachweislich den Dickdarm besiedeln und der Lymphabfluss jener Gebiete in
diesen Lymphknoten erfolgt, weshalb hier Einschlisse gefunden werden kénnen (44, 45).
Guscetti et al (2009) fanden im Mes.-LK Einschlisse, die jedoch kleiner waren als die im
Darmtrakt. Es kdnnte sich dabei um Einschlisse in Makrophagen oder Monozyten handeln
(28, 43, 9). In dieser Studie wurden ebenso Einschlisse im Mes.-LK gefunden. Hier misste
man jedoch im Kulturversuch nachweisen, ob es sich um lebende Einschlisse handelt. Es
koénnten theoretisch auch ,aberrant bodies“ sein (8), da bei den Tieren in dieser Studie nicht
bekannt ist, ob zu irgendeinem Zeitpunkt eine antibiotische Therapie durchgeflihrt wurde oder

nicht.

Die Tiere in dieser Studie zeigten keine bzw. kaum pathognomone La&sionen fir
Chlamydieninfektionen wie beispielsweise Infiltrationen mit Entziindungszellen im infizierten

Gewebe, obwohl alle Tiere Chlamydien Uber den Kot ausschieden. Daher passen die
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histopathologischen Ergebnisse nicht mit den Ergebnissen der IF zusammen. Chlamydien
kénnen Schweine asymptomatisch besiedeln (38, 39), was diese Diskrepanz erklaren wirde.
Huhner kdnnen ebenso wie Schweine asymptomatisch mit Chlamydien infiziert sein. Bei
Heijne et al (2021) wurde nach der Infektion von Hihnern mit C. gallinacea mittels PCR und
immunhistochemischer Verfahren festgestellt, dass sich Chlamydien in Jejunum, lleum und
Caecum befanden. Die Tiere zeigten jedoch keine Symptome und die pathomorphologische
sowie -histologische Untersuchung gaben keine Hinweise auf eine Entzindung der
betroffenen Stellen. Die Kloakentupfer waren zu einem hoéheren Prozentsatz positiv als die
Rachenabstriche. In den ersten vier bis finf Tagen nach der Infektion stieg die Ausscheidung
Uber den Kot an und danach flachte sie ab (46). In Infektionsstudien bei Schweinen konnten

in der Histologie im Darm Villusatrophien und Entzindungszeichen gesehen werden (13, 28).

Meine Conclusio ist, dass die IF fiur den direkten Nachweis im Gewebe in der
Routinediagnostik nicht geeignet ist, da zu wenige Einschlisse in den hier untersuchten
Organen bei Aufzuchtferkeln zu erwarten sind. Fir die Routinediagnostik ist der Nachweis
mittels IF nur in Kombination mit einer anderen Nachweismethode, wie z.B. einer PCR, zu
empfehlen. Die IF ist zeitaufwendig und Iasst viel Spielraum fir Interpretation, dafir kann man
eine Aussage uber die Art und Lokalisation der infizierten Zellen im Gewebe treffen. Die gPCR
ermadglicht eine Aussage, ob Chlamydien vorhanden sind oder nicht, aber nicht welche Zellen
betroffen sind. Fur Infektionsstudien ist die IF geeignet, da man hier viel mehr Einschlisse
sehen kann und vor allem eben auch, wo sich die Einschliisse befinden. Dadurch kann man
die Reaktion des Immunsystems auf den Erreger sehen. Somit liegt der Mehrwert der IF in der
Grundlagenforschung. Anhand unserer Ergebnisse wurde ich die Kryofixierung praferieren, da
sie vor allem in den Proben der llea keine falsch negativen Ergebnisse geliefert hat wie in den
FFPE-Proben. Die Kryofixierung ist auch schneller durchfuhrbar und man bendétigt keine
Deparaffinierung und PIER. Da die Fixierung mittels FFPE die Morphologie besser erhalt,
koénnte eine weitere Adaptierung des bestehenden Protokolls durchaus von Nutzen sein. Hier
kdnnte man gegebenenfalls die Deparaffinierung, PIER oder Antikdrperkonzentration

anpassen, um bessere Ergebnisse zu erzielen.
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10. Anhang

Tabelle 5: Ergebnisse der kryofixierten Gewebe erhoben mittels TissueQuest

or Durchschnittiche | o~y o vdia | Positive
Tier ID Material ;gﬁ\:rl]te rg;fg?g;.r;tstr‘;s%art positive Chlam _ydia
CJS Zellen Zellen in %
y
Negativkontrolle | Lunge 72331 102,25 0 0,00
Negativkontrolle lleum 44305 102,11 0 0,00
Negativkontrolle | Ing.-LK 38555 102,16 1 0,00
T1 lleum 61963 102,34 32 0,05
T1 Lunge 34990 102,63 11 0,03
T1 Ing.-LK 66257 102,35 0 0,00
T1 Mes.-LK 29605 102,15 0 0,00
T2 Lunge 22821 103,05 2 0,01
T2 lleum 44453 102,64 26 0,06
T2 Ing.-LK 26090 104,22 88 0,34
T2 Mes-LK 29931 102,24 1 0,00
T5 Lunge 43227 102,67 11 0,03
T5 lleum 21144 102,63 54 0,26
T5 Ing.-LK 63044 102,63 10 0,02
T5 Mes.-LK 49820 102,22 3 0,01
T6 Ing.-LK 52682 102,31 12 0,02
T6 lleum 30974 103,10 60 0,19
T6 Mes.-LK 33872 102,72 3 0,01
T6 Lunge 27143 102,91 39 0,14
T7 lleum 43770 102,73 74 0,17




43

17 Ing.-LK 49882 102,47 10 0,02
17 Lunge 25919 102,51 19 0,07
T7 Mes.-LK 44691 102,87 25 0,06
T8 lleum 22077 103,45 111 0,50
T8 Lunge 25999 104,12 23 0,09
T8 Mes.-LK 43358 103,07 28 0,06
T8 Ing.-LK 61856 103,43 96 0,16
T9 lleum 47395 103,59 346 0,73
19 Lunge 48763 104,89 703 1,44
19 Mes.-LK 96185 102,90 35 0,04
T9 Ing.-LK 54046 104,61 165 0,31
T10 lleum 32966 102,84 152 0,46
T10 Lunge 30644 104,95 240 0,78
T10 Ing.-LK 18089 103,17 1 0,01
T10 Mes.-LK 42265 102,43 13 0,03
T11 Lunge 43863 103,53 86 0,20
T11 lleum 17082 102,96 68 0,40
T11 Mes.-LK 55017 102,75 9 0,02
T11 Ing.-LK 35762 102,80 53 0,15
T12 Lunge 44212 103,76 1030 2,33
T12 Mes.-LK 37617 102,38 14 0,04
T12 lleum 19518 106,02 34 0,17
T12 Ing.-LK 24431 103,95 127 0,52

T = Tier, Ing.-LK = Inguinallymphknoten, Mes.-LK = Mesenteriallymphknoten
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Tabelle 6: Ergebnisse der FFPE-Proben erhoben mittels TissueQuest

) Durchschnittliche | Chlamydia | Chlamydia
Tier ID Material Gezahite mittlere Intensitat positive positive
Zellen aller Objekte flr
Cy3 Zellen Zellen in %
Negativkontrolle Lunge 30523 103,01 0 0,00
Positivkontrolle Darm 31273 107,33 419 1,34
T1 Lunge 48412 108,59 179 0,37
T1 lleum 53905 106,86 4 0,01
T1 Ing.-LK 54729 102,42 0 0,00
T1 Mes.-LK 61026 104,93 16 0,03
T2 Lunge 23325 104,53 9 0,04
T2 lleum 64494 103,23 5 0,01
T2 Ing.-LK 66828 102,32 0 0,00
T2 Mes.-LK 75707 102,68 1 0,00
T5 lleum 23885 103,27 163 0,68
T5 Lunge 38974 109,01 25 0,06
T5 Ing.-LK 74433 102,39 0 0,00
T5 Mes.-LK 60326 106,37 0 0,00
T6 Lunge 34394 108,02 22 0,06
T6 lleum 59938 103,33 0 0,00
T6 Mes.-LK 69729 109,85 2 0,00
T6 Ing.-LK 61885 106,50 31 0,05
T7 Lunge 46504 107,99 109 0,23
T7 lleum 62823 102,91 2 0,00
T7 Mes.-LK 62519 103,08 0 0,00
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T7 Ing.-LK 8969 102,46 0 0,00
T8 Lunge 36445 106,49 62 0,17
T8 lleum 38251 103,49 8 0,02
T8 Mes.-LK 66714 104,28 5 0,01
T8 Ing.-LK 62145 102,87 1 0,00
T9 Lunge 47343 103,10 0 0,00
T9 Mes.-LK 69832 103,11 1 0,00
T9 lleum 36557 102,85 0 0,00
T9 Ing.-LK 72361 102,38 0 0,00
T10 lleum 33968 102,83 3 0,01
T10 Lunge 25614 102,64 0 0,00
T10 Ing.-LK 63997 103,07 0 0,00
T11 lleum 25766 102,50 1 0,00
T11 Mes.-LK 77263 103,02 3 0,00
T11 Ing.-LK 79714 102,31 0 0,00
T11 Lunge 52374 104,65 3 0,01
T12 Lunge 26608 102,93 0 0,00
T12 Mes.-LK 67193 102,28 0 0,00
T12 lleum 32405 102,74 2 0,01
T12 Ing.-LK 44014 102,81 1 0,00

T = Tier, Ing.-LK = Inguinallymphknoten, Mes.-LK = Mesenteriallymphknoten
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