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1 Abstract
1.1 Deutsch

In dieser Diplomarbeit wurde die Nachweishaufigkeit von Porzinem Circovirus 3 und Porzinem
Circovirus 4 in Abortmaterial Osterreichischer Ferkelproduktionsbetriebe untersucht. Diese
neuartigen Circoviren werden mit verschiedenen klinischen Symptomen wie das Porzine
Dermatitis und Nephropathie Syndrom, Aborten, Totgeburten und Atemwegserkrankungen in
Verbindung gebracht. Im Rahmen dieser Studie wurden 97 Betriebe (296 Abortproben) aus
verschiedenen Regionen Osterreichs mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion auf das
Vorhandensein spezifischer Nukleinsduren von Porzinem Circovirus 3 und 4 untersucht. Zu
diesem Zweck wurde ergdnzend zu der bereits am Institut fir Virologie etablierten
quantifizierende Polymerase-Kettenreaktion fiir das Porzine Circovirus 3 eine quantifizierende
Polymerase-Kettenreaktion zum Nachweis von Porzinem Circovirus 4 spezifischer
Nukleinsauren etabliert. In Proben aus finf von 97 Schweinebestanden (5,15 %) konnte
Porzines Circovirus 3 nachgewiesen werden, das Porzine Circovirus 4 aber in keiner der
Proben nachgewiesen werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass das Porzine Circovirus 3,
im Gegensatz zum Porzinen Circovirus 4, in Osterreich zirkuliert und ein Zusammenhang mit
dem Abortgeschehen nicht ausgeschlossen werden kann. Die Studie schloss eine
diagnostische Llcke bezliglich des Nachweises dieser beiden Erreger und lieferte eine

wichtige Basis fir weiterfiihrende Untersuchungen.

1.2 Englisch

In this study the detection frequency of porcine circovirus 3 and porcine circovirus 4 in abortion
material from Austrian piglet production farms was investigated. These novel circoviruses are
associated with various clinical symptoms such as porcine dermatitis nephropathy syndrome,
abortions, stillbirths and respiratory diseases. In this study, 97 farms (296 abortion samples)
from different regions of Austria were analysed for the presence of specific nucleic acids of
porcine circovirus 3 and 4 by quantitative polymerase chain reaction. In addition to the
quantifying polymerase chain reaction for porcine circovirus 3 already established at the
Institute of Virology, a quantifying polymerase chain reaction was established for the detection
of porcine circovirus 4 specific nucleic acids. Samples of five out of 97 pig herds (5.15 %)
tested positive for porcine circovirus 3, but porcine circovirus 4 could not be detected in any of
the samples. This indicates that porcine circovirus 3, in contrast to porcine circovirus 4, is

circulating in Austria and a connection with abortion cannot be excluded. The study closed a



diagnostic gap regarding the detection of these two pathogens and provided an important basis

for further investigations.



2 Abkiirzungsverzeichnis

o] o TSRS RRPPRRRR Abbildung
AP PV Atypisches Porzines Pestivirus
L1 o PP Kapsidprotein
EM OV Encephalomyocarditis Virus
FEPE o Formalin-fixiert Paraffin-eingebettet
] P Genomagquivalente
N E B .. New England Biolabs
N T C No Template Control
ORFS ..ttt ettt et e et e nennnnne Open Reading Frames
P OV Porzines Circovirus
PCVD...c e Porzines Circovirus-Assoziierte Krankheiten
PCV2-SD ...t Porzines Circovirus 2 - Systemic Disease
PCV2-RD.....cooeeee e, Porzines Circovirus 2 - Reproductive Disease
PDNS ... Porzines Dermatitis und Nephropathie Syndrom
P, e Pig Kidney-15 (Zelllinie)
PMWS L. Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome
PPV Porzines Parvovirus
PRRS....coo e Porzines Reproduktives und Respiratorisches Syndrom
PRRSV ..., Porzines Reproduktives und Respiratorisches Syndrom Virus
P TV Porzines Teschovirus
=T o Replikaseprotein
D . s Tabelle

U o] o o P Umdrehungen pro Minute



3 Einleitung
3.1 Literaturrecherche
3.1.1 Zurzeit bekannte Aborterreger bei Schweinen

Aborte, Tot- und Frihgeburten sind bis heute ein groRes wirtschaftliches Problem in der
Ferkelproduktion. Hauptfokus liegt dabei auf dem Nachweis von Porzinem Reproduktivem und
Respiratorischem Syndrom Virus (PRRSV), Porzinem Circovirus 2 (PCV2) und bei Auftreten
von Mumien auf Porzinem Parvovirus 1 (PPV1), dennoch bleiben viele Testergebnisse negativ
und die Atiologie ungeklart (1). Eine in einem dicht besiedelten Zuchtgebiet in Norditalien
durchgeflihrte Studie ergab, dass viele Fortpflanzungsstérungen bei Schweinen sowohl mit
Umweltfaktoren als auch mit Infektionserregern in Zusammenhang stehen. In der Studie
wurden 1625 abortierte Foten aus 140 Betrieben Uber einen Zeitraum von drei Jahren
untersucht. Dabei wurde in 323 von 549 Fallen (58,8 %) ein infektioser Erreger gefunden.
Dazu gehdrten virale Erreger wie PCV2, PRRSV, PPV1, das Virus der Aujeszky‘schen
Krankheit und das Encephalomyocarditis-Virus (EMCV), sowie Bakterien wie Escherichia coli,
Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Pasteurella sp., Shigella sp. und Yersinia sp. (2).
Aullerdem wurde in einer in Ungarn durchgefihrten Studie der Nachweis von Porzinem
Circovirus 3 (PCV3) in einem Schweinebetrieb mit Reproduktionsstérungen publiziert (3). Das
Porzine Circovirus 4 (PCV4) wurde erstmals im Jahr 2019 in der Provinz Hunan in China in
klinischen Proben von Schweinen mit Atemwegssymptomen, Darmsymptomen und Porzinem
Dermatitis und Nephropathie Syndrom (PDNS) nachgewiesen (4). Es wurde das
Vorhandensein mehrerer Erreger in unterschiedlichen Anteilen beobachtet, eine Co-infektion
mit mehreren Erregern fir haufig befunden (2,5). Das Verstandnis der haufigsten und
vorherrschenden Ursachen flir Aborte bei Schweinen kann helfen, die Tiergesundheit zu

Uberwachen und Schweinebetriebe optimal zu managen (2).

3.1.2 Porzine Circoviren

Porzine Circoviren (PCV) sind 16—24 Nanometer kleine, unbehlillte, einzelstrangige zirkulare
DNA-Viren, die zur Gattung der Circoviren innerhalb der Familie der Circoviridae gehéren (6—
9). Das PCV-Genom kodiert zwei Strukturproteine sowie fiir mehrere Nicht-Strukturproteine.
Neben mehreren kleineren Leserahmen gibt es zwei open reading frames (ORFs), namlich
ORF1 und ORF2, welche fur das Replikaseprotein (Rep) bzw. fur das Kapsidprotein (Cap)
kodieren (10,11). Bei Schweinen wurden bisher vier PCV-Spezies identifiziert, darunter das
Porzine Circovirus 1 (PCV1), PCV2, PCV3 und PCV4 (4,12-15).



3.1.2.1 Porzines Circovirus 1

Das Porzine Circovirus 1 wurde zunachst als Kontaminante in PK-15 Zellkulturen identifiziert
(16). Das Virus ist nicht krankheitserregend und kommt sowohl bei Wild- als auch bei
Hausschweinen vor. Auch nach experimenteller Infektion von Schweinen sind keine
Krankheitssymptome ausgebildet worden (14,17). Aufgrund seiner nicht vorhandenen

Pathogenitat ist kein kommerzieller Impfstoff erhaltlich.

3.1.2.2 Porzines Circovirus 2

Das Porzine Circovirus 2 wurde als ubiquitarer Erreger erkannt, der mit PCV-assoziierten
Krankheiten in Verbindung gebracht wird: ,porcine circovirus disease” (PCVD). PCVD ist eine
Bezeichnung fiir eine Gruppe von Krankheiten, die durch PCV2 verursacht werden, darunter
PCV2-Systemic Disease, PDNS und PCV2-assoziiertes Reproduktionsversagen (18-21). Das
Porzine Circovirus 2 ist nach wie vor einer der wichtigsten Krankheitserreger, die eine
Bedrohung fur die globale Schweineindustrie darstellen (21,22). PCV2 ist das am besten
untersuchte PCV, die Impfung dagegen wird in der Schweineindustrie in groflem Umfang
eingesetzt, um PCV-assoziierte Krankheiten zu bekdmpfen. Kommerzielle Impfstoffe mit
PCV2a-Antigen haben sich als kreuzprotektiv gegen andere Genotypen wie PCV2b und
PCV2d erwiesen (5). Jingste Studien deuten jedoch darauf hin, dass PCV2-Impfstoffe
aufgrund der antigenen Heterogenitat dieser Viren wahrscheinlich zu keinem Kreuzschutz
gegen PCV3 flhren (23).

Die Impfung von Ferkeln beim Absetzen und die Impfung von Sauen alle sechs Monate sind
zwei Protokolle, die fur die Immunisierung von Schweinen gegen PCV2 angewendet werden.
Durch die wiederholte Impfung trachtiger Sauen wird ein Schutz gegen die Infektion der
Fortpflanzungsorgane aufgebaut, der die Ubertragung des Virus auf die Ferkel verhindern
kann. In vielen Landern, darunter auch Kolumbien, hat die Impfung gegen PCV2 zu einem
Ruckgang der Pravalenz geflihrt (24). Ebenfalls gibt es zur Vorbeugung Management-Plane
wie z.B. den 20-Punkte Plan von Madec. Dies ist eine Reihe von MaRnahmen zur Bekadmpfung
von PCV2-Infektionen in Schweinebetrieben. Der Plan wurde von F. Madec und Kollegen
entwickelt und basiert auf den Grundsatzen der Stressminimierung, der Verringerung des
Kontakts zwischen Schweinen, der Aufrechterhaltung einer guten Hygiene und der
Bereitstellung einer guten Erndhrung. Der 20-Punkte-Plan umfasst MalRhahmen wie die
Begrenzung des Kontakts zu anderen Schweinen, die Einrichtung fester Abtrennungen

zwischen den Boxen, die Anwendung des "all in, all out"-Systems in den Betrieben, die



Quarantane neu erworbener Schweine und die Unterdrickung bestimmter Krankheiten wie die
Porzine Parvovirose, PRRS, enzootische Pneumonie und Schweinegrippe, die den
Schweregrad von PCV2-induzierten Lasionen erhdhen. Der Plan zielt darauf ab, die
Ausbreitung von PCV2-Infektionen zu verhindern und die Auswirkungen der Krankheit auf die

Gesundheit und Produktivitat der Schweine zu minimieren (25,26).

Die Diagnose von PCVD basiert auf dem Nachweis von PCV2 in Gewebe- oder Serumproben
sowie auf dem Vorhandensein kompatibler klinischer Symptome und histopathologischer
Lasionen (27,28). Die sogenannte ,diagnostische Trias“ fur PCV2-reproductive disease
(PCV2-RD) umfasst unter anderem ein Reproduktionsversagen in der spaten Trachtigkeit, das
Vorhandensein einer fibrdsen bis nekrotisierenden Myokarditis bei Féten und eine moderate
bis hohe Viruslast im fetalen Herzen. Ein Schwellenwert von 10° Genomaquivalente (GE)/g

fetalem Herzgewebe wird als Indikator fur eine PCV2-RD-Diagnose vorgeschlagen (29).

3.1.2.3 Porzines Circovirus 3

Das Porzine Circovirus 3 wurde erstmals 2015 in den Vereinigten Staaten bei gesunden so
wie bei kranken Schweinen und Wildschweinen identifiziert, die an PDNS,
Fortpflanzungsstérungen, Myokarditis und multisystemischen Entziindungen litten (7,30,31).
Nach metagenomischer Sequenzierung wurde es 2016 als neue PCV-Spezies vorgeschlagen
(30). Studien beschrieben jeweils PCV3-assoziierte Erkrankungen bei Schweinen in den USA
und Thailand, die unter verschiedenen klinischen Symptomen litten (32,33). In Osterreich
erfolgten die ersten Nachweise von PCV3 in Hausschweinen 2018 und in Wildschweinen 2019
(34,35). Wahrend die Rolle von PCV3 noch umstritten ist und seine potenziellen Auswirkungen
auf die Gesundheit von Schweinen noch nicht vollstandig geklart sind, wurde es mit einer
Reihe von klinischen und pathologischen Erscheinungen wie Fortpflanzungsstérungen,
Atemwegserkrankungen, Durchfall und Stérungen des zentralen Nervensystems in
Verbindung gebracht (32,33,36). Experimentelle Infektionsstudien haben unterschiedliche
Ergebnisse in Bezug auf den Schweregrad der Erkrankung, klinische Anzeichen und
pathologische Veranderungen gezeigt, wahrend bei einigen Studien eine klinische Erkrankung
beobachtet werden konnte, haben andere nur eine subklinische Infektion gezeigt (37—40). Eine
genaue Quantifizierung der Viruslast in klinischem Material ist wichtig fur die Untersuchung
und Diagnose der Infektion (41). Das Porzine Circovirus 3 wurde weltweit mit verschiedenen
klinischen und pathologischen Erscheinungsbildern assoziiert, und obwohl erst kuirzlich
entdeckt, wurde PCV3-DNA in retrospektiven Studien nachgewiesen, was darauf hindeutet,

dass das Virus wahrscheinlich bereits Jahrzehnte vor den ersten Berichten in



Schweinepopulationen weltweit zirkulierte. Seine Pathogenitat bleibt jedoch noch unklar
(7,12,23,31,32,42). Die Pravalenz von PCV3 variiert sehr stark zwischen den einzelnen
Regionen und die friiheste Entdeckung reicht weit zurlick. So wurde in einer Untersuchung
Uber die molekulare Diagnose und eine retrospektive Analyse von PCV3 in gefrorenem
Gewebe und Formalin-fixiertem Paraffin-eingebetteten Schweinegewebe (FFPE) berichtet.
Das Gewebe wurde im Zeitraum von 1967 bis 2018 im Sldosten Brasiliens (Bundesstaaten
Espirito Santo und Rio de Janeiro) gesammelt. Von insgesamt 178 Proben wurden 26 (14,6 %)
positiv auf PCV3 getestet. Dabei waren 14 von 35 (40 %) gefrorene Gewebeproben und zwolf
von 143 (8,4 %) FFPE-Gewebeproben betroffen. Die Anwesenheit von PCV3 wurde in
verschiedenen Zeitraumen, namlich den 1960er, 1970er, 2000er und 2010er Jahren
nachgewiesen. Dabei konnten die Typen PCV3a und PCV3b identifiziert werden. Eine
interessante Feststellung war, dass 40 % der symptomfreien Schweine, die als geeignet fir
den Schlachtbetrieb galten, positiv auf PCV3 getestet wurden. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dass PCV3-DNA bereits 51 Jahre vor den ersten offiziellen Berichten
nachgewiesen wurde und dass die alteste sequenzierte Teilkapsidprobe aus dem Jahr 1967
stammt (31). Gemal einer Studie, die in Kolumbien durchgefiihrt wurde, zeigte sich eine
signifikant niedrigere Pravalenz von PCV3 von 1,19 % in Kotpoolproben in zwei Provinzen
wahrend des Zeitraums 2015-2016. Im Gegensatz dazu wurde wahrend des Zeitraums 2018—
2019 eine deutlich hdhere Pravalenz von PCV3 festgestellt, und zwar 43,5 % in Serumpools
und 52,6 % in Fortpflanzungsgeweben. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich PCV3
schnell in Regionen mit dichter Schweineproduktion ausbreiten kann (43). In einer Studie in
Jianhxi 2020 wurde eine hdhere Nachweishaufigkeit von PCV3 bei durchfallerkrankten
Saugferkeln (27,3 %) und abgesetzten Ferkeln (14,3 %) im Vergleich zu nicht-
durchfallerkrankten Ferkeln festgestellt (6,67 % bei Saugferkeln und 4,76 % bei abgesetzten
Ferkeln) (37). In einer polnischen Studie untersuchte man die Verbreitung von PCV3 in 21
polnischen Schweinebetrieben. Dazu wurden Serum-, Kot- und Speichelproben mittels
quantitativer Real-Time-PCR analysiert. Insgesamt wurden 1451 Serum- und Kotproben sowie
327 Speichelproben untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass PCV3 haufiger in Speichel
(37,3 % positive Proben) nachgewiesen wurde als in Serum (9,7 % positive Proben) oder Kot
(15,0 % positive Proben). Bei vier Betrieben mit Reproduktionsstérungen wurden auch fetale
Materialien untersucht, wobei PCV3 in 36,0 % der Foéten oder totgeborenen Ferkel (9/25)
nachgewiesen wurde. Die Studie zeigte, dass die Verbreitungsmuster von PCV3 variieren
kénnen und eine angeborene oder frihzeitige Infektion nicht ungewohnlich ist. In einer

ungarischen Studie wurde festgestellt, dass die Pravalenz von PCV3-DNA im Thymusgewebe



mit 89 % am hdchsten ist, gefolgt von Lymphknoten mit 60 %, Plazenta mit 50,9 %, Milz mit
21,8 %, Niere mit 7,2 % und Leber mit 5,4 % (3). In einer Untersuchung von 53 deutschen
Betrieben unterschiedlicher Lage und Groéfle wurde das Auftreten von PCV3 bei
Mastschweinen untersucht. In 75 % (40/53) der Betriebe konnte PCV3-DNA in mindestens
einem Serumpool nachgewiesen werden (44). Derzeit ist kein kommerzieller Impfstoff gegen
PCV3 verfugbar, und die Pathogenese und klinische Bedeutung von PCV3 werden noch
untersucht (12). Die Entwicklung eines Impfstoffs gegen PCV3 wird jedoch in Erwagung
gezogen und mehrere Studien haben lUber die Bildung von PCV3-spezifischen Antikdrpern bei
Mausen und Schweinen berichtet (4,7). Der Nachweis des Virus basiert derzeit auf
molekularen Techniken wie konventioneller PCR und qPCR und seine Charakterisierung

durch Sanger-Sequenzierung oder next generation sequencing (45).

3.1.2.4 Porzines Circovirus 4

Das Porzine Circovirus 4 ist erst ein kirzlich beschriebenes Virus, das in Schweinebestanden
in mehreren Provinzen in China und Sudkorea nachgewiesen wurde (4). Das Virus spielt im
chinesischen Raum bereits seit langerem eine gréere Rolle. So wurde in einer retrospektiven
Analyse in Guangxi von 2015 bis 2019 eine Positivrate von 9,1 % fur PCV4 festgestellt (46).
Bei einem PCR-Screening zufallig ausgewahlter Feldproben in der chinesischen Provinz
Hunan wurde eine Gesamtpravalenz von 12,8 % fur PCV4 festgestellt. Die hochsten
Positivraten wurden bei Nasenabstrichen (28,5 %, 6/21) und Serumproben (13,4 %, 11/82)
beobachtet (4). Gemal einer Studie von Nguyen et al. wurde im Zeitraum von 2019 bis 2020
in sechs Provinzen Koreas eine Pravalenzrate von 3,28 % fur PCV4 nachgewiesen (47). In
einer serologischen Untersuchung von 1790 Serumproben, die zwischen 2008 und 2020 in 17
Provinzen Chinas von Schweinen entnommen und mittels eines indirekten anti-PCV4-IgG-
ELISA getestet wurden, wurde eine Gesamtpravalenz von 43,97 % fur PCV4 festgestellt. Der
ELISA basierte auf dem Replikase-Protein und zeigte keine Kreuzreaktivitat mit PCV1, PCV2
und PCV3. PCV4-Rep-Antikérper wurden in Serumproben aus 16 von 17 Provinzen in China
nachgewiesen. Die hdchste Pravalenz von 67,8 % wurde bei Sauen beobachtet, gefolgt von
Mast- und Saugferkeln mit positiven Raten von 35,0 % bzw. 14,6 %. Die niedrigste Rate von
12,6 % wurde bei Jungschweinen festgestellt. Es wurde auch festgestellt, dass die fruheste
positive Probe aus dem Jahr 2008 stammt. Diese Studie liefert wichtige Erkenntnisse tber die
Seropravalenz von PCV4 in den Schweinebestanden Chinas seit der Entdeckung des Virus
(48). In einer weiteren Studie wurde ein indirekter ELISA auf der Grundlage des Kapsidproteins

entwickelt, um PCV4-Antikérper in Schweineseren nachzuweisen. Nach der Validierung der



Spezifitdt und Sensitivitat wurde der ELISA in einer retrospektiven serologischen
Untersuchung von Schweineseren aus der chinesischen Provinz Jiangsu eingesetzt. Es wurde
festgestellt, dass 3,44 % der analysierten Proben, die zwischen 2018 und 2021 gesammelt
wurden, positiv auf PCV4-Antikdrper getestet wurden. Diese Ergebnisse liefern wichtige
Erkenntnisse Uber die Pravalenz von PCV4-Antikérpern in diesen Regionen und tragen zur
weiteren Erforschung des Virus bei (49). Niu et al. identifizierten PCV4 als pathogen fur Ferkel
(50). Eine Studie fand einen geringen Anteil an PCV4-DNA in klinischen Proben von Hunden
mit Atemwegs- und Darmerkrankungen aus Sudwestchina. Die Ergebnisse zeigten einen
geringen Prozentsatz an PCV4-DNA (1,14 %, 3/264), was darauf hindeutet, dass PCV4 bei
Hunden im Sidwesten Chinas nachgewiesen werden konnte, dies ist der erste Nachweis von
PCV4 bei Hunden weltweit. Der Zusammenhang zwischen dem PCV4-Status und klinischen
Symptomen bei Hunden sollte weiter untersucht werden (51). Eine weitere Studie hat das
vollstandige Genom eines PCV4-Stammes aus einem Hund sequenziert und analysiert und
wies eine hohe Identitat (97,9-99,0 %) mit anderen PCV4-Stammen auf, die von Schweinen,
Milchkiihen, Marderhunden und Flichsen stammen (52). Uber das Vorkommen von PCV4 in
Europa gibt es nur wenige Informationen. Laut einer im Jahr 2020 veréffentlichten Studie
wurde PCV4 in ltalien und Spanien nicht nachgewiesen (53). Die begrenzte geografische
Verbreitung von PCV4 und seine moégliche Beschrankung auf China legen jedoch nahe, dass
weitere Untersuchungen erforderlich sind, um sein Vorkommen in Europa zu bestatigen (53).
Da es sich bei PCV4 um ein neu auftretendes Virus handelt, gibt es derzeit keinen Impfstoff
dagegen. Weitere Forschung ist erforderlich, um die Pathogenitat und Rolle von PCV4 zu
verstehen, um die potenzielle Gefahrdung der Schweineindustrie zu bestatigen und bei Bedarf

wirksame Impfstoffe dagegen zu entwickeln (4,53,54).

3.1.3 Co-Infektionen mit PCV

Es gibt Berichte Uber Co-Infektionen mit verschiedenen Arten von PCV, einschlieRlich PCV2
und PCV3. In einer Studie in China wurde festgestellt, dass PCV2 und PCV3 haufig
gemeinsam vorkommen. Die Raten der Co-Infektionen mit PCV2 + PCV3, PCV2 + PCV4,
PCV3 + PCV4 und PCV2 + PCV3 + PCV4 lagen bei 47,2 %, 7,41 %, 7,4 % bzw. 5,6 %. Die
Studie ergab, dass Co-Infektionen mit PCV2, PCV3 und PCV4 haufig im Lungengewebe von
Ferkeln nachgewiesen wurden. Die Auswirkungen von Co-Infektionen auf bestimmte klinische
Erscheinungsformen und Schweineproduktionssysteme sind jedoch noch nicht ausreichend
erforscht und bedurfen weiterer Untersuchungen (55). Insgesamt unterstreicht das Potenzial

fur Co-Infektionen zwischen verschiedenen PCV-Typen die Bedeutung einer kontinuierlichen
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Uberwachung und Kontrolle dieser Viren in Schweinepopulationen. Co-Infektionen von PCV2
mit anderen Erregern sind von grof3er Bedeutung und eine Infektion mit anderen Erregern ist
in Gegenwart von PCV2 wahrscheinlicher. Co-Infektionen mit dem Porzinen Parvovirus,
PRRSV oder Mycoplasma hyopneumoniae konnen nachweislich die PCV2-Replikation
hochregulieren, indem sie den Schweregrad der mit PCV2 assoziierten Lasionen und
klinischen Symptome erhdhen (56). Co-Infektionen mit verschiedenen PCVs erhdhten die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens neuer PCVs (57).

3.1.4 Cross-species transmission

Die arteniibergreifende Ubertragung von PCV wurde in verschiedenen Studien dokumentiert.
Porzine Circoviren wurden bei Rindern, Flichsen, Ratten, Hunden, Wiederkduern, Nagetieren
und Hunden nachgewiesen, was darauf hinweist, dass PCV (PCV1-PCV3) ein breites
Wirtsspektrum haben. Das Vorhandensein von PCV1-Antikérpern bei Rindern wurde erstmals
1995 in Deutschland gemeldet, was auf das Potenzial einer artiibergreifenden Ubertragung
von PCV1 hinweist (58-61). PCV1 wurde in menschlichen Proben, einschliel3lich Serum,
Verdauungstrakt- und Atemwegsproben, nachgewiesen, was die Mdglichkeit einer Infektion
des Menschen nahelegt (62—64). Die Fahigkeit von PCV1, menschliche Zellen zu infizieren,
wurde auch in vitro nachgewiesen (65). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass PCV1 das
Potenzial fiir eine arteniibergreifende Ubertragung hat und ein Risiko fiir die Gesundheit von
Menschen und Tieren darstellen kann. In einem Bericht wurde PCV2 bei sechs Nerzen
nachgewiesen, die in China an Durchfall starben (66). PCV2 kann auch bei anderen Spezies
als Schweinen todliche Krankheiten verursachen, was auf das Potenzial einer zoonotischen
Ubertragung hinweist (67). Eine Studie berichtete iber den Nachweis von PCV2-DNA in
menschlichen Serumproben, was darauf hindeutet, dass PCV2 Menschen infizieren kann. Die
klinische Bedeutung einer PCV2-Infektion beim Menschen bleibt jedoch unklar (67). PCV3 ist
evolutionar am engsten mit dem Caninen Circovirus verwandt, und PCV3-DNA wurde bei
Haussaugetieren wie Wiederkauern, Nagetieren und Hunden nachgewiesen (21,68,69). PCV4
wurde bisher nur bei vier Spezies (Schwein, Marderhund, Fuchs und Hund) nachgewiesen
(51). Aus einer phylogenetischen Analyse ging hervor, dass PCV4 naher mit dem Mink
Circovirus verwandt ist als mit PCV1-3, was auf eine evolutionare Abstammung von PCV4 aus
dem Mink Circovirus schlieRen lasst. Dies legt nahe, dass eine Ubertragung von Circoviren
zwischen verschiedenen Arten, einschlieRlich PCV3 und PCV4, stattfinden kann und zur

genetischen Diversitat und Entwicklung dieser Viren beitragt (57). DarUber hinaus stellt die
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artenlibergreifende Ubertragung von PCV mdglicherweise eine ernsthafte Bedrohung fiir die

globale Schweineindustrie und andere Tierindustrien dar (70).
3.2 Fragestellung / Diese Studie

Da durch kurzlich durchgefuhrte Studien im chinesischen Raum eine Verbindung von
ahnlichen Krankheitsgeschehen mit PCV3 und PVC4 entdeckt wurde und diese
Krankheitserreger dadurch sehr stark an Bedeutung gewinnen
(4,30,37,39,42,50,54,55,57,71-74), wurden im Rahmen dieser Studie &sterreichische
Schweinebestande mit Abortsymptomatik, auf das Vorhandensein von PCV3- und PCV4-
spezifischer Nukleinsduren Uberprift. Damit soll die schlechte Datenlage in Osterreich in
Bezug auf diese beiden Viren verbessert werden, um deren Rolle als potenzielle Aborterreger
einschatzen zu kénnen. In Zusammenhang mit dieser Fragestellung war es ebenfalls Ziel
dieser Arbeit, eine quantifizierende gPCR zum Nachweis PCV4-spezifischer Nukleinsauren zu

etablieren.
3.3 Hypothesen

1. Abortierte, tot- oder frilhgeborene Ferkel werden in Osterreich auf PCV3 nur
sporadisch und auf PCV4 gar nicht untersucht. Die Diagnostik von abortierten,
mumifizierten, tot- oder friihgeborenen Feten sollte um diese viralen Erreger
routinediagnostisch erweitert werden, um eine diagnostische Licke in der Abort-,
Mumien-, Totgeburten- und Frihgeburtendiagnostik beim Schwein zu schliel3en.

2. Die Erreger sind selten bzw. nicht nachweisbar und haben keine aktuelle Relevanz in

Osterreichischen Ferkelproduktionsbetrieben.
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4 Material und Methode

Fir diese Studie wurden Nukleinsdureextrakte, die bei -80 °C gelagert wurden und mit einem
Abortvorbericht versehen waren, mittels gPCR auf das Vorhandensein von PCV3 und PCV4
Genomfragmenten getestet. Die Extrakte stammten aus den Jahren 2021 und 2022 und
umfassten insgesamt 296 Proben, die betriebsweise zu 97 Poolproben zusammengefasst
wurden. Diese Proben wurden bereits teilweise routinemafig und vorberichtsabhangig auf
PRRSV, PCV2, PPV, Atypisches Porzines Pestivirus (APPV), Porzines Teschovirus (PTV) und
Encephalomyocarditis-Virus (EMCV) getestet (Tab.1). Wenn eine Poolprobe positiv war,

wurden die einzelnen Proben aus dem Pool nachgetestet, um die Viruslast zu bestimmen.

Tab.1: Probenanzahl der getesteten (pos./neg.) und ungetesteten Aborterreger, (n=296)

Erreger PRRSV PCV2 PPV APPV PTV EMCV
Positiv getestet 15 29 0 1 0 0
Negativ getestet 122 104 31 1 3 2
Nicht getestet 159 163 265 294 293 294

4.1 Herstellung der Extraktepools

Insgesamt 296 bei -80 °C gelagerte Nukleinsaureextrakte wurden aufgetaut und betriebsweise
je 10 plin 1,5 ml Eppendorf Tubes gepoolt. Zehn Proben, fiir die keine Extrakte mehr verfigbar
waren, wurden unter Verwendung der urspriinglichen Originalprobe, die als Riickstellprobe bei
-80 °C gelagert wurde, erneut extrahiert. Dafiir wurden zehn Milligramm der urspriinglichen
Probe mit 1 ml sterilem PBS gemischt und unter Verwendung von drei Stahlkliigelchen in
einem Tissue-Lyser (Qiagen) homogenisiert. Nach dem Zentrifugieren (13000 Upm, 1 min)
wurden 140 pl des Organlysates unter Verwendung des QlAamp Viral RNA Mini QlAcube Kit

in einem QlAcube (Qiagen) extrahiert.

4.2 Standardverdiinnungen und Uberpriifung des Detektionslimits

Um die quantitative PCR durchzufiihren, mussten gPCR-Standards fir PCV3 und PCV4
uberpruft werden. Dies sind doppelstrangige DNA-Molekile, die jene DNA-Sequenzen
enthalten, welche mittels PCR amplifiziert werden kdénnen. Fir PCV3 war hier bereits ein
entsprechendes Plasmid (Plasmid 1979) vorhanden und das Detektionslimit der PCV3-qgPCR
mit 10 GE/ul Extrakt bestimmt worden (35). Der PCV4 Standard wurde in Form eines 200 bp
langen, doppelstrangigen DNA-Fragmentes bei der Firma Eurofins synthetisiert (Abb.1).
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GTCAAATTCTCTGAATTGCACATACAGAGTAAATCTCACTGTCCACACCTGCACAAAGTTAGAATTTTGTAT
ACTGTATTGGAGGCCATGATGGACTAGGTCCTGGTCCGCCATGCTGATCCACCATTGGTTTCTTTTGTTGT
TAGGCTGGAAGTGGAGGGTGTGGGTTTCCCCAGAGGGGTCCTGGGGTTTTGGAGTGA

Abb.1: Nukleotidsequenz des PCV-4 DNA-Fragments und Positivkontrolle.

Fir die Erstellung der Standard-Verdlinnungsreihen war die Konzentration der Stocklésung
bereits von der Herstellerfirma angegeben und wurde mithilfe des Promega-Quantus™-
Fluorometers erfolgreich Uberprift. Danach wurde mithilfe eines online Rechners

(http://scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr) unter Eingabe von DNA-

Menge in Nanogramm und Nukleotidanzahl der enthaltenen Sequenz die Anzahl der
enthaltenen Kopien der Zielsequenzen in GE/ul berechnet. Auf Basis dieser Information
wurden nun Verdlinnungen hergestellt, die jeweils 10" GE/ul bis 10" GE/ul enthielten. In
weiterer Folge wurde die PCV4 Verdinnungsreihe im Dreifachansatz getestet und neu
beurteilt.

4.3 PCV3-und PCV4-qPCRs

Fir den Nachweis von PCV3- und PCV4-spezifischer Nukleinsduren wurden publizierte
Primer- und Sondensequenzen herangezogen (7,75) (Tab.2) und unter Verwendung des Luna
Universal Probe gPCR Mix (NEB) Mastermixe hergestellt (Tab.3).

Tab.2: Verwendete Forward/Reverse-Primer und Sonden der PCV3 und PCV4 qPCR

Primer-F(qPCV3-Palinski-F) 5-AGT GCT CCC CAT TGA ACG-3

Primer-R(qPCV3-Palinski-R) 5-ACA CAG CCG TTACTT CAC-3’

PCV3-Sonde ATTO647N-5-ACC CCA TGG CTC AAC ACA TAT GAC C-3'-BBQ650
Primer-F(qPCV4-Zou-F) 5-GTC CAC ACC TGC ACAAAG TT-3

Primer-R(qPCV4-Zou-R) 5-CCT CCACTT CCAGCCTAACA-3

PCV4-Sonde FAM-5-AGG TCC TGG TCC GCC ATG CT-3-BHQ1

Das Temperaturschema bestand aus einem initialen Denaturierungsschritt bei 95 °C fir 1
Minute, gefolgt von 45 Zyklen mit jeweils 15 Sekunden bei 95 °C und 30 Sekunden bei 60 °C.


http://scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr
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Tab.3: Tabelle der Mischungsverhaltnisse fur die PCV3- und PCV4-Mastermixe.

Komponente PCV3 and PCV4 Mastermix
Luna Universal Probe gPCR Mix 7,37 pl

RNase-freies Wasser 6,19 pl

Primermischung vorwarts + rlickwarts (20 pM) 0,29 pl

Sonde (20 uM) 0,15 pl

Gesamtvolumen 14 pl

Die Pravalenz von PCV3 und PCV4 in Ferkelproduktionsbetrieben mit Abortproblematik wurde
mittels gPCR unter Verwendung eines Rotor-Gene-Gerats (Qiagen) durchgefihrt. Es wurden
alle Poolproben auf PCV3 und PCV4 Genomfragmente getestet. Die Messungen des Signals
der PCV3-Sonde (ATTO647N als Fluorophor) erfolgte im roten Detektionskanal, die
Messungen des Signals der PCV4-Sonde (FAM als Fluorophor) im grinen Detektionskanal.
Die Poolproben wurden bei positivem Ergebnis zusammen mit den zugehérigen Einzelproben
erneut im Doppelansatz getestet, um die Reproduzierbarkeit zu Uberprifen. Eine Probe galt
als positiv, wenn sie bei der Wiederholung ebenfalls positiv war. Um von GE/ul Extrakt auf
GE/g Probe umzurechnen, wurden die vom Rotor-Gene ermittelten Werte mit dem Faktor 4285
multipliziert. Dadurch werden Konzentrations- und Verdinnungsschritte, die im Rahmen der
Probenaufbereitung und Nukleinsdureextraktion durchgeflhrt wurden, miteinberechnet.

Proben mit einer Konzentration unter 10° GE/g wurden als negativ beurteilt.

Mit jedem gPCR-Ansatz wurden drei Verdiinnungen der jeweiligen Standardreihe (PCV3/4
10°-107) sowie zwei ,no template controls* (NTC) mitgefiihrt. Nur wenn in den NTCs keine
spezifischen Nukleinsauren nachweisbar waren, und die Standards erwartungsgemale
Kurven erzeugten, galt der Ansatz als valide. Zudem wurden alle Proben bereits im Rahmen
der diagnostischen Erstuntersuchungen mittels Beta-Actin-Real-Time-gPCR auf Hemmstoffe

untersucht.

4.4 PCV3-und PCV4-qPCR als Duplex-PCR

Um die Spezifitdt und Sensitivitdt der einzelnen gPCRs fir PCV3 und PCV4 in einer
gemeinsamen qPCR zu Uberpriufen, wurden diese in einem Duplex-gPCR-Experiment
kombiniert. Dazu wurde ein spezifischer Mastermix hergestellt, der die Primer und Sonden fur
den Nachweis beider Virusgenome enthielt. Dieser Mastermix wurde dann mit den
Verdinnungsreihen der PCV3- und PCV4-Standards in einem gemeinsamen gPCR-Ansatz

eingesetzt.
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5.1 Ergebnisse der Standard-Testung und Evaluierung der PCV4-qPCR

In der Testung der PCV4-Standardreihe konnte ein erwartungsgemales Kurvenbild erzeugt
werden. Kurven und Quantifizierungsdaten sind in Tab.4, Abb.2 und Abb.3 dargestellt. Die
PCV4-Standardverdinnung, welche 10 GE/pl Extrakt enthielt, konnte in allen drei Replikaten

nachgewiesen werden. Das Detektionslimit wurde daher mit 10 GE/pl Extrakt bestimmt.

Tab.4: Angaben zur Quantifizierung der PCV4 Verdinnungsreihe.

Threshold 0,1978
Left Threshold 1,000
Standard Curve Imported No

Standard Curve (1)

conc= 10(-0:289°CT + 11,868)

Standard Curve (2)

CT = -3,456%log(conc) + 41,012

Reaction efficiency (*)

(* = 10¢7m - 1) 0,9471

M -3,45556
B 41,01189
R Value 0,99908
RA2 Value 0,99816
Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction Yes

No Template Control Threshold % 0
Reaction Efficiency Threshold Disabled

Normalisation Method

Dynamic Tube Normalisation

Digital Filter

Light
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Abb.2: gPCR-Kurven der PCV4-Verdiinnungsreihe gemessen im griinen Kanal von 108 GE/ul (rot) bis 10 GE/ul
(dunkelblau).
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Abb.3: Standardkurve der PCV4-Verdiinnungsreihe.
5.2 Ergebnisse der PCV3-Testung der Extraktepools
Von 97 bestandsweise gepoolten Abortprobe-Extrakten konnten in finf Pools (5,15 %) PCV3-

spezifische Nukleinsduren nachgewiesen werden. Nach dem Offnen positiver Pools konnten
elf von 296 Einzelproben als positiv bewertet werden (3,72 %) (Siehe Abb.4 und Abb.5). Zwei



17

dieser Proben konnten zuvor bereits auf andere Erreger positiv getestet werden, davon 197/22
positiv auf PCV2 und 2891/21 positiv auf PRRSV. Die genauen Konzentrationsmengen sind

in Tab.5 dargestellt.

Quantitation data for Cycling A.Red
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Abb.4: Messung der Einzelproben fiir PCV3 im Roten Kanal. Die Standardverdiinnungen mit 10° GE/ul, 10° GE/ul
und 107 GE/ul sind in blauen strichlierten Linien dargestellt; Die Probe 2852/21 (rosa) liegt unter dem Cut-off-Wert

von 10° GE/g.
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Abb.5: Standardkurve der Messung der Einzelproben fiir PCV3.
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Tab.5: Liste der PCV3-positiv getesteten Proben mit Kopienzahl (in GE/g) und Probenart.

Bestand Nr. Probe Nr. | Probenart Kopien PCV3 Tests und Kopien anderer Erreger
SEP 107/21 | 482/21 PPV-Pool 9,43*10° PPV-negativ

SEP 440/21 | 2854/21 PPV-Pool 5,66*10° PPV- und PTV-negativ
SEP 440/21 | 2891/21 PRRSV-Pool, Thymus-Pool 1,72*107 2,26*107 (PRRSV)
SEP 25/22 195/22 PRRSV-Pool, Thymus-Pool 3,53*10° PRRSV-negativ

SEP 25/22 196/22 PRRSV-Pool, Thymus-Pool 1,69*10° PRRSV-negativ

SEP 25/22 197/22 PCV2-Pool, Herzpool 9,81*108 2,74*10* (PCV-2)

SEP 25/22 198/22 PCV2-Pool, Herzpool 2,11*101° PCV2-negativ

SEP 54/22 484/22 PRRSV-Pool, Thymus-Pool | 4,13*10° PRRSV-negativ

SEP 54/22 485/22 PCV2-Pool, Herzpool 2,15*10"" PCV2-negativ

SEP 156/22 | 961/22 PRRSV-Pool, Thymus-Pool 3,33*1010 PRRSV-negativ

SEP 156/22 | 963/22 PCV2-Pool, Herzpool 2,87*10"" PCV2-negativ

5.3 Ergebnisse der PCV4-Testung der Extraktepools

Eine Untersuchung auf das Vorhandensein von PCV-4-spezifischen Nukleinsauren in

Osterreichischen Ferkelbetrieben mit Abortproblematik ergab keine positiven Ergebnisse.

5.4 Ergebnisse der PCV3- und PCV4-Duplex-qPCR

Im kombinierten Ansatz zum Nachweis von PCV3- und PCV4-DNA in einer gPCR-Reaktion

konnten fir beide Viren dieselben Nachweisgrenzen wie in der Monoplex-PCR ermittelt

werden. Allerdings zeigten die Kurven der im roten Kanal (PCV3) gemessenen Werte

UnregelmaRigkeiten, was sich auch in einem R2-Wert von 0,81 widerspiegelte (Tab.6, Abb.6,

Abb.7). Fir PCV4 ergab sich auch im Duplex-Ansatz ein regelmafiges Kurvenbild (Tab.7,
Abb.8, Abb.9).
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Tab.6: Angaben zur Quantifizierung der PCV3 Verdinnungsreihe im Duplex.

Threshold 0,0828
Left Threshold 1,000
Standard Curve Imported No

Standard Curve (1)

conc= 10(-0,329*CT +13,170)

Standard Curve (2)

CT = -3,040%log(conc) + 40,044

Reaction efficiency (*)

(* = 106Ym - 1) 1,13256

M -3,04042
B 40,04378
R Value 0,90255
RA2 Value 0,81459
Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction Yes

No Template Control Threshold % 0
Reaction Efficiency Threshold Disabled

Normalisation Method

Dynamic Tube Normalisation
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Abb.6: qPCR-Kurven des Duplex-Tests gemessen im roten Kanal (PCV3).
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Abb.7: Standardkurve des Duplex-Tests gemessen im roten Kanal (PCV3).
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Tab.7: Angaben zur Quantifizierung der PCV4 Verdinnungsreihe im Duplex.

Threshold 0,055
Left Threshold 1,000
Standard Curve Imported No

Standard Curve (1)

conc= 10(-0,295*CT +11,096)

Standard Curve (2)

CT = -3,385%log(conc) + 37,556

Reaction efficiency (*)

(* = 1067 - 1) 0,97448

M -3,38464
B 37,55636
R Value 0,99999
RA2 Value 0,99999
Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction Yes

No Template Control Threshold % 0
Reaction Efficiency Threshold Disabled

Normalisation Method

Dynamic Tube Normalisation
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Abb.8: qPCR-Kurven des Duplex-Tests gemessen im grinen Kanal (PCV4).
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Abb.9: Standardkurve des Duplex-Tests gemessen im griinen Kanal (PCV4).
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6 Diskussion

In dieser Studie wurde die Pravalenz des Porzinen Circovirus 3 und 4 in ausgewahlten
Schweinebetrieben mit Abortproblematik in Osterreich untersucht. Porzine Circoviren sind ein
wichtiger Krankheitserreger in der Schweinehaltung, die weltweit erhebliche wirtschaftliche
Verluste verursachen (21,22). Wahrend PCV2 eines der bedeutsamsten Viren in der
Schweineindustrie ist, ist Uber PCV3 und PCV4 noch wenig bekannt und Uber ihre

Pathogenitat wurde noch wenig berichtet.

6.1 Etablierung der PCV4-gPCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine gPCR-Methode flir den schnellen und sensitiven
Nachweis von PCV4 etabliert. Dabei wurden Primer und Sonden von Zou et al. (75) verwendet
und ein passendes Standard-DNA-Sequenzstiick als Positivkontrolle synthetisiert. Anstelle
der Verwendung von Feldproben als Positivkontrolle ist die Synthese kurzer DNA-Abschnitte
(ca. 100 Nukleotide) eine praktische Alternative, wenn keine solchen Feldvirusproben zur
Verfugung stehen. Die Sensitivitat der entwickelten gPCR ist mit Zou et al ahnlich. Es wurde
eine sehr gute Sensitivitat von 10 Kopien/pl erreicht, und der R2-Wert von 0,998 deutet auf
eine gute Reproduzierbarkeit hin. Es ist allerdings nicht auszuschliel’en, dass sich das
synthetische Gen und das Virusgenom in der PCR unterschiedlich verhalten kénnen, z.B.

aufgrund von Sekundarstrukturen.

6.2 PCV3-gPCR und PCV4-qPCR im Duplex-gPCR

Die Duplex-PCR ist eine Form der Multiplex-PCR, bei der zwei verschiedene DNA-Sequenzen
gleichzeitig amplifiziert werden. Dieser Ansatz ist besonders nutzlich, wenn verschiedene
Viren, Bakterien oder genomische Veranderungen als Ursache fiir eine Vielzahl von
Krankheiten in Betracht gezogen werden muissen. Durch den Einsatz einer Duplex-PCR
kénnen mehrere Einzel-PCR-Tests eingespart werden, was Zeit und Ressourcen spart.
Dartber hinaus kann dies das Risiko von Kontaminationen verringern und die Zuverlassigkeit
der Ergebnisse erhdhen. Basierend auf den Ergebnissen der PCV3- und PCV4-Duplex-gPCR
kann festgestellt werden, dass dieselben Nachweisgrenzen wie in der Monoplex-PCR erreicht
wurden. Es ist jedoch zu beachten, dass bei den Kurven der im roten Kanal gemessenen
Werte (PCV3) Unregelmaligkeiten auftraten, was sich in einem R2-Wert von 0,81
widerspiegelte. Der R>-Wert ist ein guter Indikator fiir die Performance einer g°PCR und sollte
bei >0,98 liegen. Es ist wichtig anzumerken, dass es bei Duplex- oder Multiplex-PCRs eine

Reihe von Fehlerquellen geben kann, neben trivialen Fehlern aufgrund falscher
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Primerkonzentrationen, ungenauen Hybridisierungstemperaturen, fehlerhaften
Reaktionskomponenten oder Problemen mit dem Gerat, muss ausgeschlossen werden, dass
die Primer und Sondenpaare eine unginstige Wechselwirkung zeigen. Um solche Probleme
zu vermeiden, ist es ratsam, das Protokoll sorgfaltig zu Uberprifen und sicherzustellen, dass
alle Komponenten und ihre Konzentrationen korrekt sind, bevor Versuche wiederholt werden.
Insgesamt liefern die Ergebnisse der PCV3- und PCV4-Duplex-gPCR wichtige Erkenntnisse
Uber die Effizienz und Anwendbarkeit dieser Methode zur gleichzeitigen Detektion der beiden
Viren. Die identifizierten UnregelmaRigkeiten in den Kurven und der R2-Wert kdnnten auf
potenzielle Bereiche fur Verbesserungen oder weitere Untersuchungen hinweisen, um die
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit des Duplex-PCR-Ansatzes weiter zu optimieren. In der
Routinediagnostik ist dem Duplex-Nachweis von PCV2 und PCV3, der von Julia Kuczera
etabliert worden ist (35), der Vorzug zu geben, da PCV3 scheinbar eine héhere Relevanz
besitzt als PCV4.

6.3 PCV3

In dieser Studie wurde eine spezifische Pravalenz von 5,15 % fur PCV3 bei einer Viruslast
zwischen 10° GE/g und 2*10" GE/g festgestellt. Im Vergleich zu PCV2, bei dem der
Schwellenwert einer diagnostizierten Infektion bei 10° GE/g liegt, wurde bei vier Proben der
Schwellenwert Uberschritten. In einer Diplomarbeit von Julia Kuczera (2022) wurden in
Osterreich je 50 PRRSV-positive und PRRSV-negative Feldproben aus den Jahren 2017—
2019 auf PCV3 getestet. Bei 13 dieser Proben wurde PCV3 nachgewiesen, konkret bei sechs
PRRSV-negativen und sieben PRRSV-positiven Proben (35). Wenn man die Zahlen der
PRRSV-Proben mit den in dieser Studie durchgefihrten Untersuchungen vergleicht, fallt auf,
dass PCV3 weniger haufig im Zusammenhang mit Aborten auftritt. Es lasst sich nicht
vollstandig ausschlief3en, dass ein Zusammenhang zwischen Aborten und PCV3 besteht, aber
es gibt eine starke Tendenz, dass PCV3 kein klassischer Aborterreger ist. Wenn man weitere
internationale Studien betrachtet, wird die Hypothese dieser Tendenz in Frage gestellt. Eine
Studie von Saporiti et al. aus Spanien im Jahr 2021 wies das Auftreten von PCV3 bei Foten
und Totgeburten in 18 von 53 Proben (33,9 %) nach (36). Eine Studie von Molossi et al. aus
dem Jahr 2022 in Brasilien ergab, dass in sechs von elf Proben (54,54 %) PCV3 nachgewiesen
wurde und eine Verbindung des Virus mit Spataborten, Totgeburten und mumifizierten Ferkeln
hergestellt wurde (76). Im selben Jahr flhrte Yang et al. in den USA eine Studie bei Schweinen
aller Altersgruppen und klinischen Zustanden durch und erreichte eine PCV3-Nachweisrate

von 27 %. Reduziert auf die Untersuchung von 283 Foten betrug die Nachweisrate 22,48 %
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(77). Alle drei Studien (36,76,77) wiesen eine deutlich hdhere Pravalenz als die zuvor
erwahnte Studie von Julia Kuczera und dieser Studie auf. Die Griinde daflr sind schwer zu
identifizieren, deuten jedoch am ehesten auf regionale Unterschiede hin. Aufgrund des
begrenzten Datenmaterials (Anzahl der Studien, Anzahl der Proben) ist eine verlassliche
Vergleichbarkeit der vermuteten Tendenz derzeit nicht mdglich. Ein gemeinsamer Aspekt, der
in mehreren Studien (35,36,77) sowie in dieser Studie erkennbar ist, sind Co-Infektionen mit
anderen Viren. Obwohl dies nicht sehr haufig auftritt (6,8 % der positiven Proben bei Yang et
al. 2022, 3,7 % der positiven Proben bei Saporiti et al. 2021, 12 % der positiven Proben bei
Julia Kuczera 2018), kann es aufgrund der durchgehenden Prasenz nicht als Ausnahme oder
Einzelfall angesehen werden. Unter Berlcksichtigung der Ergebnisse einer Studie von Auer
et al. aus dem Jahr 2022, bei der 95 Wildschweinproben aus einem privaten Wildbestand in
Osterreich auf PCV3 und 25 % davon positiv getestet wurden (34), liegt die Vermutung nahe,
dass PCV3 im Vergleich zu heimischen Schweinebetrieben eher selten auftritt, aber in der
Wildschweinpopulation vermehrt vorhanden ist. Es ist mdglich, dass dieser Wildbestand eine
héhere Pravalenz von PCV3 aufweist als andere Wildschweine in Osterreich. Um dies zu
bestatigen, waren weitere Studien mit gréReren und reprasentativeren Stichproben von
Wildschweinen aus verschiedenen Regionen notwendig. Eine gezielte Kontrolle von PCV3 in
Schweinebetrieben erscheint nicht sinnvoll, da die Pravalenz ohnehin sehr niedrig ist. Obwohl
PCV3 bei einigen Infektionen eine hohe Virenlast verursacht, was auf einen potenziellen
Problemverursacher hinweist, ist die Gefahr wahrscheinlich gering. Die Studie von Deim et. al
zeigt, dass der Erreger vermehrt in Thymusgewebe und Lymphknoten nachgewiesen wird,
was auf eine potenzielle Immunsuppression hindeutet. Dies begtinstigt die Ausbreitung und
Wirkung von Begleitkrankheiten, die die klinische Symptomatik negativ beeinflussen kann (3).
Die Behandlung von Viruserkrankungen ist generell schwierig und basiert hauptsachlich auf
Pravention (Impfung und Management). Dies gilt auch flir PCV3-Infektionen. Es gibt bereits
bewahrte Managementmalnahmen wie den 20-Punkte-Plan von Madec, der nicht nur PCV3,
sondern auch andere Infektionen vorbeugen kann (26). Die Entwicklung eines Impfstoffs

gegen PCV3 ist nicht zu erwarten, da die Bedeutung als Pathogen zu gering ist.

6.4 PCV4

In dieser Studie konnten keine spezifischen Genomfragmente von PCV4 in dsterreichischen
Ferkelproduktionsbetrieben nachwiesen werden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in einer
Studie aus ltalien und Spanien im Jahr 2020 erzielt, bei der ebenfalls keine Genomfragmente

von PCV4 gefunden wurden (53). Im Gegensatz dazu zeigen Studien aus Asien in einigen
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Provinzen eine spezifische Belastung mit PCV4, die mit klinischen Manifestationen in
Verbindung steht (4,46,47). In einer Studie von Ge et al. wurde eine Gesamtseropravalenz
aus 17 Provinzen Chinas von 43,97% entdeckt. Auch wurde festgestellt, dass die friiheste
positive Probe aus dem Jahr 2008 stammt, was darauf hinweist, dass das Virus bereits seit
langem im Umlauf ist (Ge et al., 2021). Es wird vermutet, dass das Porzine Circovirus 4, als
ein neuartiges Virus mit genetischen Unterschieden zu anderen PCV-Typen und der Fahigkeit,
verschiedene Tierarten zu infizieren, bisher nicht im 6sterreichischen Raum verbreitet ist oder
noch nicht eingeschleppt wurde. Es besteht aber die Méglichkeit, dass sich die Feldstdmme
von PCV4 in Osterreich von der bestellten positiven Probe unterscheiden und aufgrund kleiner
Unterschiede im Genom nicht nachgewiesen werden konnten oder nur in sehr geringer Dichte
vorkommen. Um eine potenzielle Einschleppung und Ausbreitung von PCV4 frihzeitig zu
erkennen, ware es ratsam, ein jahrliches Monitoring durchzufihren. Hierbei kénnten erlegte
Wildschweine eine wichtige Rolle spielen, und es ware sinnvoll, Probenmaterial von ihnen
obligatorisch einzusenden und zusatzlich auf das Vorhandensein von PCV4 zu testen. Da
Wildschweine haufigen Kontakt zu anderen Tierarten haben und somit ein erhdhtes
Infektionsrisiko besteht, kdnnten sie als potenzielle Reservoirs oder Ubertrager dienen und
das Virus auf Hausschweine Ubertragen. Durch geeignete Uberwachungsmafnahmen und
eine frihzeitige Erkennung kdnnten geeignete Schutzmalinahmen ergriffen werden, um die

Einschleppung und Ausbreitung von PCV4 in Hausschweinebestanden zu minimieren.
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