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SAMENVATTING

Mycoplasma hyopneumoniae is een infectieus agens dat respiratoire problemen veroorzaakt bij
varkens. Zowel klinische als subklinische infecties met M. hyopneumoniae zijn jaarlijks
verantwoordelijk voor grote economische verliezen in de vleesvarkenssector wereldwijd. M.
hyopneumoniae is een facultatief anaerobe bacterie die behoort tot het genus Mycoplasma, de kleinst
gekende zelf-replicerende bacterién. Deze bacterie infecteert het varken en heeft zich evolutionair
aangepast aan dit parasitair bestaan. De wijzigingen in de morfologie van de celstructuur en het
genoom enerzijds en het metabolisme van de kiem anderzijds, zijn erop gericht om het varken zo
efficiént mogelijk te infecteren en te overleven in deze gastheer. De infectie gebeurt horizontaal via
direct contact tussen varkens onderling of onder de vorm van een aerosol welke zich over een korte
afstand verspreidt tussen verschillende varkens. Gezien de hoge prevalentie op varkensbedrijven en
de economische verliezen die hiermee gepaard gaan, is een goede preventie- en controlestrategie
van groot belang. Deze strategie bestaat uit een goed bedriffsmanagement met een optimale
huisvesting en ventilatie enerzijds en een correct toegepast vaccinatieschema ter preventie van een
infectie anderzijds. De huidige vaccins bestaan uit geinactiveerde M. hyopneumoniae cellen. De
vaccins verminderen de klinische symptomen, de letsels en de verminderde prestaties van de dieren,
maar ze bieden slechts een gedeeltelijke bescherming. De transmissie van M. hyopneumoniae wordt
niet significant beinvloed en ze verhinderen het aanslaan van de kiem t.h.v. het ademhalingsstelsel
niet. Door deze nadelen werden reeds verschillende alternatieve soorten vaccins ontwikkeld en getest
en dit via verscheidene toedieningswegen aan de hand van verschillende vaccinatieschema’s. Tot op
heden werd echter nog geen optimale vaccinatiestrategie gevonden, waardoor geinfecteerde dieren
behandeld moeten worden met antibiotica. Het is en blijft dus heel moeilijk om M. hyopneumoniae te
eradiceren uit een geinfecteerde varkenspopulatie op een bedrijf en om een M. hyopneumoniae-vrije

status te behouden.



1. INLEIDING

De varkenshouderij is de laatste decennia uitgegroeid tot een erg gespecialiseerde sector waarvan
het beleid een optimaal management en een grondige economische kennis vereist van de veehouder.
De varkensindustrie kan ingedeeld worden in twee verschillende takken: deze die zich toelegt op de
fok en vermeerdering enerzijds, en deze van de vleesvarkens anderzijds. In landen zoals Belgié&,
Denemarken en Duitsland vormt de varkensindustrie een belangrijk aandeel van de landbouwsector.
Zo waren er in 2012 in Vlaanderen ongeveer 6 miljoen varkens. Deze sector had een
eindproductiewaarde van ongeveer 1,1 miljard euro in Vlaanderen (ongeveer 30 procent van de

volledige land- en tuinbouwsector) (Bernaerts et al., 2012).

Enzottische pneumonie (EP) vormt een van de meest prevalente respiratoire aandoeningen die
voorkomen in de varkenshouderij. Over de precieze impact van EP in de varkenssector bestaan
verschillende cijfers. Afhankelijk van de toegepaste onderzoeksmethode kunnen deze significant
verschillen van elkaar (Maes et al., 1996). Wel kan er besloten worden dat er jaarlijks grote

economische verliezen worden geleden ten gevolge van respiratoire problemen.

EP is een multifactoriéle respiratoire aandoening waarvan Mycoplasma hyopneumoniae (M.
hyopneumoniae) het primaire causale agens is. M. hyopneumoniae is een globaal verspreide bacterie
die voorkomt in alle landen met een intensieve varkensindustrie (Zimmerman et al., 2012). Andere
soorten mycoplasma’s die vaak geisoleerd worden uit het varken zijn Mycoplasma hyorhinis (M.
hyorhinis), Mycoplasma hyosynoviae (M. hyosynoviae) en Mycoplasma flocculare (M. flocculare).
Sommige stammen M. hyorhinis kunnen het ademhalingsstelsel van het varken aantasten en klinische
respiratoire symptomen induceren, terwijl andere stammen geisoleerd kunnen worden uit gezonde
dieren. M. hyosynoviae tast de gewrichten aan van het varken en induceert artritis. Naast M.
hyopneumoniae, kunnen dus ook M. hyorhinis en M. hyosynoviae verantwoordelijk zijn voor
economische verliezen in de varkenshouderij. M. flocculare wordt vaak geisoleerd uit gezonde dieren

maar heeft geen pathogeen vermogen (Kobisch en Friis, 1996).

Gezien de impact van M. hyopneumoniae in de varkenshouderij is een goede preventie en controle
van infecties vereist. Het huidige controlebeleid bestaat uit een optimale huisvesting, gericht
antibioticagebruik en het vaccineren van de varkens. Hedendaagse vaccins en bijhorend
vaccinatieschema bieden echter geen volledige bescherming. Daarom wordt er verder onderzoek
verricht naar meer efficiénte vaccins, toedieningswijzen en -wegen en vaccinatieschema’s. In deze
literatuurstudie wordt eerst een beknopt overzicht gegeven van de taxonomie, kenmerken,
pathogenese, symptomen en lesies van M. hyopneumoniae en de immuunrespons tegen deze
bacterie. Daarna worden de verschillende huidige en experimentele aspecten van de controle tegen

M. hyopneumoniae besproken, met nadruk op de vaccinatie.



2. LITERATUURSTUDIE

2.1. Taxonomie en kenmerken van Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae) is een bacterie species dat behoort tot het genus
Mycoplasma, de kleinst gekende zelf-replicerende bacterién (0,2 uM). Er zijn reeds meer dan honderd
mycoplasmasoorten geidentificeerd en uitgebreid beschreven (Vasconcelos et al., 2005; Citti en
Blanchard, 2013) (Zie tabel 1). M. hyopneumoniae behoort tot de klasse van de Mollicutes. Bacterién
die tot deze klasse behoren, worden onder andere gekenmerkt door de afwezigheid van een celwand.
Normaal bepaalt de celwand de structuur van een bacterie, met als gevolg dat Mycoplasma bacterién
pleiomorf zijn. De ronde tot ovale vorm kan zich aanpassen aan de omgeving, bv. wanneer deze
bacterién tussen de cilia van het longepitheel voorkomen. Ook verschillen ze significant qua grootte
ten opzichte van andere leden van de Mollicutes. M. hyopneumoniae heeft een diameter van
ongeveer 300 tot 1000 nm (Tajima en Yagihashi, 1982). M. hyopneumoniae wordt beschouwd als een
facultatief anaerobe bacterie, hoewel deze beter kan groeien in aerobe dan in anaerobe

omstandigheden (Vranckx, 2011).

De afwezigheid van een beschermende celwand en de nood aan specifieke nutriénten zorgen ervoor
dat M. hyopneumoniae niet lang kan overleven buiten de gastheer, tenzij deze zich bevindt onder de
vorm van een aerosol (Goodwin, 1972). De kiem heeft zich evolutionair aangepast aan een parasitair
bestaan. Hierdoor zijn zowel het aantal celorganellen als de genoomgrootte beperkt tot een absoluut
minimum en is de celwand verloren gegaan. M. hyopneumoniae bezit een circulaire, dubbelstrengige
DNA-molecule (ook wel plasmide genoemd), ribosomen en een plasmamembraan. Het genoom is rijk
aan adenine en thymine (x 70 %). Het is ongeveer 600 kb groot en bestaat uit 400 tot 500 genen. De
omvang van dit genoom is gedurende de evolutie sterk gereduceerd aangezien er geen coderende
sequenties meer vereist waren voor bijvoorbeeld een celwand, of voor een energieproducerend
proces (Razin, 1992). De gensequentie van M. hyopneumoniae is vrij goed gekend (Minion et al.,
2004; Vasconcelos et al., 2005). Gezien de beperkte omvang van het genoom zijn er ook relatief meer
coderende sequenties aanwezig in vergelijking met andere organismen (Minion et al., 2004). Door het
beperkt aantal structurele elementen en het eenvoudig metabolisme is M. hyopneumoniae echter
genoodzaakt een aantal voedingsstoffen, bv. bepaalde aminozuren, vetzuren en vitamines, uit hun
omgeving op te nemen om zich te kunnen repliceren (Razin et al., 1998). Hierdoor is het moeilijk om
M. hyopneumoniae in vitro te kweken. Speciale supplementen zoals aanwezig in het Friis medium en
vaste omgevingsomstandigheden zijn vereist. Aangezien cultivatie van M. hyopneumoniae een
tijdrovend en arbeidsintensief proces is, een lage sensitiviteit heeft en er dikwijls contaminatie optreedt
met Mycoplasma hyorhinis, wordt isolatie van de kiem niet standaard gebruikt als diagnostisch
hulpmiddel (Friis, 1974).

M. hyopneumoniae is het primair agens dat verantwoordelijk is voor enzodtische pneumonie (EP) bij
varkens. Andere gastheren of eventuele tussenvectoren zijn niet gekend (Bogema et al., 2011). De
redenen voor deze gastheerspecificiteit zijn nog grotendeels onbekend, maar het is mogelijk dat de

specifieke nutriénten die nodig zijn om te kunnen repliceren enkel aanwezig zijn in het varken (Minion



et al., 2004). Een M. hyopneumoniae infectie bij varkens is ook vaak een predisponerende factor voor
andere respiratoire infecties wat kan leiden tot ‘porcine respiratory disease complex’ (PRDC).
Respiratoire problemen veroorzaken wereldwijd grote economische verliezen in de varkenssector. M.
hyopneumoniae komt zeer frequent voor (38 tot 100 procent van de vileesvarkens zijn geinfecteerd) in
alle landen met een intensieve varkensproductie (Zimmerman et al.,, 2012). Hoewel de meeste
infecties voorkomen bij vieesvarkens, zijn alle leeftijden gevoelig voor de infectie. Er bestaat een grote
diversiteit tussen verschillende M. hyopneumoniae-stammen, zowel op genomisch vlak als op het vlak

van antigene eigenschappen en virulentie (Mayor et al., 2007).

Tabel 1: Taxonomie van de klasse Mollicutes (uit Razin et al., 1998).

Current no. of Genome si;e Mol% G+C  Cholesterol

Classification recognized species (kb) of genome  requirement Distincuive properties Habitat
Order I: Mycoplasmaiales
Family I: Mycoplasmataceae
Genus I Mycoplasma 102 580-1,350 2340 Yes Optimum growth at 37°C  Humans, animals
Genus II: Ureaplasma 6 T60-1,170 27-30 Yes Urea hydrolysis Humans, animals
Order II: Entomoplasmatales
Family I:
Entomaoplasmataceae
Genus I: Entomoplasma 5 T90-1,140 27-19 Yes Optimum growth at 30°C  Insects, plants
Genus 11: Mesoplasma 12 870-1,100 27-30 No Optimum growth at 30°C;  Insects, plants
0.04% Tween 80
required in serum-free
medium
Family II:
Spiroplasmatacene
Genus I: Spiroplasma 33 TRO-2,220 24-31 Yes Helical motile filaments; Insects, plants
optimum growth at
30-37C
Order 111 Acholeplasmaales
Family I:
Acholeplasmataceae
Genus: Acholeplasma 13 1.500-1,650 26-36 No Optimum growth at Animals, some
30-37C plants, insects
Order IV: Anaeraplasmarales
Family: Anaeroplasmaiaceae
Genus I Anaeroplasma 4 1.500-1,600 2034 Yes Oxygen-sensitive Bovine/ovine rumen
anaerobes
Genus 1I: Asteroleplasma 1 1,500 40 No Oxygen-sensitive Bovine/ovine rumen
anaerobes
Undefined taxonomic status
Phytoplasma ND* 640-1,185 23-29 Not known  Uncultured in vitro Insects, plants

2.2. Pathogenese

M. hyopneumoniae verspreidt zich tussen verschillende varkens via direct contact of indirect via
aerosolen en dit zowel horizontaal (tussen de biggen onderling) als verticaal (van zeug naar big). Dit
gebeurt via hoesten en niezen. Het is nog onduidelijk in welke mate er een verband bestaat tussen de
leeftijld van de geinfecteerde zeugen en de kans dat deze M. hyopneumoniae doorgeven aan hun
biggen (Sibila et al.,, 2007a). Over het algemeen vormen jongere zeugen een groter risico voor

overdracht van de infectie naar de biggen.

Binnen een bedrijf kunnen er meerdere stammen aanwezig zijn. De virulentie tussen verschillende M.
hyopneumoniae isolaten kan sterk verschillen. Men kan laag, gemiddeld of hoogvirulente M.
hyopneumoniae isolaten onderscheiden. De oorzaken van deze Vvirulentieverschillen zijn nog

grotendeels onbekend (Calus et al., 2009).



Een belangrijke stap in de pathogenese van M. hyopneumoniae en de ontwikkeling van EP is de
adhesie van M. hyopneumoniae aan trilhaarepitheelcellen (zie Fig. 1). M. hyopneumoniae koloniseert
het trilhaarepitheel van de respiratoire tractus: de trachea, de bronchién en de grotere bronchiolen
(Blanchard et al., 1992; Kwon et al, 2002). De wijze waarop M. hyopneumoniae vasthecht aan de cilia
is nog niet volledig gekend. Wel staat vast dat dit een multifactorieel proces is (Haesebrouck et al.,
2004). Er zijn enkele eiwitten (adhesines) beschreven waarvan geweten is dat ze een rol spelen in de
adhesie van M. hyopneumoniae (Tajima en Yagihashi, 1982; Zielinski en Ro0ss,1993). In het
adhesieproces zijn P97 en P102 de best gekende adhesines. Ze spelen een belangrijke rol bij de
adhesie van de kiem via interacties met de trilharen en componenten van de extracellulaire matrix
zoals glycosaminoglycanen (bijvoorbeeld heparine), fibronectine, plasminogeen en mucine. Dergelijke
stoffen komen voor in de extracellulaire matrix, namelijk in de mucus die de respiratoire epitheelcellen

bedekt en beschermt (Hsu en Minion, 1998; Jenkins et al., 2005; Bogema et al., 2011). Naargelang de

infectie vordert, gaat M. hyopneumoniae zich steeds dieper in het ademhalingsstelsel vestigen (Kwon
et al., 2002).

Fig. 1: Elektronenmicroscopisch beeld van de adhesie (pijlties) van M. hyopneumoniae aan het
trilhaarepitheel van het ademhalingsstelsel van het varken (uit Tajima en Yagihashi, 1982)
(Vergroting: 1 x 25000 en 1 x 250000).

Reeds enkele uren na adhesie is M. hyopneumoniae in staat om ciliostase en schade aan gecilieerde
epitheelcellen te induceren, zonder zelf te infiltreren in de cel. Op welke manier dit precies gebeurt, is
nog niet bekend (DeBey en Ross, 1994). Na binding op de respiratoire epitheelcellen via een nog
onbekend oppervlakteproteine (niet P97), wordt een intracellulaire concentratiestijging van calcium,
afkomstig van het endoplasmatisch reticulum, opgemerkt. Een dergelijke stijging is afhankelijk van de
M. hyopneumoniae concentratie en zou betrokken zijn bij de signalering die ciliostase induceert
(DeBey et al.,, 1993; Park et al., 2002). Daarnaast is M. hyopneumoniae ook in staat om het

immuunsysteem van de gastheer te moduleren. Het exacte mechanisme hiervoor is nog grotendeels



onbekend. Verschillende gastheermoleculen, o.a. cytokines en inflammatoire mediatoren, interageren
met heparine. De mogelijkheid van M. hyopneumoniae om heparine te binden zou een mogelijke
verklaring kunnen bieden voor deze modulatie. Onderzoek heeft namelijk aangetoond dat heparine en
andere gesulfateerde polysachariden de binding van M. hyopneumoniae op gepurifieerde, respiratoire
cilia van het varken kunnen tegengaan (Jenkins et al., 2005). De respiratoire epitheelcellen kunnen
verder beschadigd worden door toxische producten van het metabolisme van het Mycoplasma,
bijvoorbeeld superoxide radicalen en waterstofperoxide (Razin et al., 1998; Haesebrouck et al., 2004;
Bai et al., 2013). De ciliostase en immunomodulatie verhogen de kans op aanslaan van secundaire
pathogenen die op hun beurt ernstige lesies kunnen veroorzaken (Ciprian et al., 1988; Sorensen et
al., 1997). De meest voorkomende zijn Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida en in
mindere mate Trueperella pyogenes en stafylo- en streptokokken, maar ook virale pathogenen zoals
het porcien reproductief en respiratoir syndroom virus (PRRSV), het porciene influenzavirus, en het
porcien circovirus type 2 (Kwon et al.,, 2002; Muneta et al., 2008). Ondanks het feit dat M.
hyopneumoniae een respiratoir pathogeen is, kon de kiem teruggevonden worden in verschillende
andere organen, zoals de nier, milt en lever. Dit wijst op een verspreiding via de lymfevaten of het
bloed. Het is echter onwaarschijnlijk dat deze systemische verspreiding een bijdrage heeft in de

ontwikkeling van EP.
2.3. Lesies en symptomen

EP wordt gekenmerkt door een hoge morbiditeit, maar een lage mortaliteit. Geinfecteerde varkens
vertonen een vertraagde groei, een verhoogde voederconversie, lethargie, anorexie, koorts, dyspnee
en een niet-productieve droge hoest en dit na een incubatieperiode van 10 & 16 dagen (Haesebrouck
et al.,, 2004). Een lichte zwelling van de lymfeklieren is zichtbaar vanaf 7 dagen na infectie. In
afwezigheid van complicerende secundaire bacteriéle infecties treedt er geen pericarditis of pleuritis
op en verdwijnen de klinische symptomen vanaf ongeveer 35 dagen na infectie. Een groot deel van de
geinfecteerde dieren is echter subklinisch geinfecteerd. Deze dieren vormen een belangrijke bron van
infectie (Kwon et al., 2002).

Bij autopsie zijn macroscopische letsels zichtbaar vanaf ongeveer 7 tot 14 dagen na (experimentele)
infectie (Kobisch et al., 1993). In de craniale, middelste, accessoire en de voorste delen van de
caudale longkwab zijn goed omschreven donkerrode tot paarse parenchymateuze letsels te zien
(Kwon et al., 2002) (zie Fig. 2). De aangetaste zones voelen stevig aan en hebben een atelectatisch
uitzicht (Morrison et al., 1985).



Fig. 2: M. hyopneumoniae-achtige letsels: de longen vertonen duidelijk omschreven donkerrode tot
paarse parenchymateuze letsels (Bron: Prof. dr. Maes).

De macroscopische letsels zijn maximaal twee tot vier weken na infectie. Op dat moment wordt er een
aanzienlijke hoeveelheid cellulair exsudaat in de respiratoire tractus en alveoli teruggevonden (Tajima
en Yagihashi, 1982).

De eerste microscopische lesies zijn te zien vanaf 5 dagen na experimentele inoculatie (Jacques et
al,, 1992). Tijdens infectie is er een sterke toename te zien van het aantal leukocyten in het
longweefsel onder de vorm van een peribronchiale, peribronchiolaire en perivasculaire lymfoide
hyperplasie in de lamina propria van het epitheel. Voornamelijk interstitiéle en alveolaire macrofagen,
lymfocyten en polymorfonucleaire leukocyten (neutrofielen) zijn aanwezig. Histologisch zijn er verder
gecollabeerde alveoli zichtbaar tussen gezwollen septa, die deels opgevuld zijn met oedemateus
vocht en inflammatoire cellen (Tajima en Yagihashi, 1982; Kwon et al., 2002; Muneta et al., 2008). De
epitheelcellen zelf hebben hun cilia verloren (of de toppen van verschillende cilia zijn aan elkaar
vastgehecht), zijn gedesquameerd en bevinden zich vrij in het lumen en in de mucus (Blanchard et al.,
1992) (Zie Fig. 3). De precieze lokalisatie van Mycoplasma-organismen varieert naargelang het
stadium van infectie, maar bevinden zich oppervlakkig en niet in het cytoplasma van de epitheelcellen
(Kwon et al., 2002). De lesies zijn niet enkel het gevolg zijn van interacties met M. hyopneumoniae
zelf, maar de immuunrespons draagt ook bij tot het ontstaan van de letsels (Tajima en Yagihashi,
1982).



Fig. 3: Scanning elektronenmicroscopisch (SEM) beeld van de trachea van (A) een controlebig en SB&
een big géinfecteerd met M. hyopneumoniae. (A) De trilharen en microvilli zijn duidelij
zichtbaar en intact. (B) Het merendeel van de cilia zijn verdwenen en op de resterende cilia
heblbe:rL19%e2)kiemen zich vastgehecht. De microvilli zijn bedekt met mucus (pijl) (uit Blanchard
etal, .

2.4. Immuunrespons

Het volledige mechanisme en verloop van de verschillende interacties tussen M. hyopneumoniae en
het immuunsysteem van de geinfecteerde gastheer zijn nog niet volledig gekend. De immuunrespons
zorgt enerzijds voor een gedeeltelijke bescherming van de gastheer, zowel lokaal als systemisch en
dit zowel op cellulair als op humoraal niveau. Anderzijds speelt de immuunrespons een belangrijke rol
in de pathogenese van de infectie en de ernst van de geinduceerde lesies (Suter et al., 1985; Razin et
al., 1998; Simecka et al., 2005). De immuunrespons bevat een aspecifieke component waarbij vooral
granulocyten, macrofagen en natural killer cellen van belang zijn. Daarnaast bestaat deze ook nog uit

een specifieke component, waarbij T- en B-cellen de voornaamste celtypes zijn (Vicca, 2005).

De mucociliare clearance vormt een belangrijk onderdeel van de aspecifieke afweer ter hoogte van
het ademhalingsstelsel. Het immuunsysteem van de gastheer herkent bepaalde antigenen, meer
bepaald lipoproteines, aanwezig op het celoppervlak van M. hyopneumoniae. Deze lipoproteines
vormen de zogenaamde PAMP’s (pathogen-associated molecular patterns) welke herkend worden
door Toll-like receptoren. Na infectie produceren de geactiveerde macrofagen bepaalde
chemoattractieve cytokines, o.a. IL1 en IL6, welke andere cellen gaan activeren en aantrekken
(Messier et al., 1990; Sarradell et al., 2003). De chemoattractie is zichtbaar vanaf 7 dagen na infectie
(Choi et al., 2006). Zo gaan macrofagen en neutrofielen zich verzamelen rondom de luchtwegen, meer
bepaald rond de trachea, bronchién en bronchiolen. Bij chronische infecties kunnen de interalveolaire
septa verdikt zijn door lymfoide hyperplasie van het BALT (bronchus-associated lymphoid tissue), het
lokale mucosale lymfoid weefsel ter hoogte van het ademhalingsstelsel (Sarradell et al., 2003). Een
dergelijke verdikking kan resulteren in een vernauwing van de luchtwegen (Blanchard et al., 1992;
Choi et al., 2006).



Antigenpresenterende cellen, bijvoorbeeld macrofagen en dendritische cellen, brengen na opsonisatie
en fagocytose van een antigen bepaalde onderdelen van dit antigen tot expressie op hun celoppervliak
en presenteren deze aan T-cellen, die na herkenning op hun beurt de specifieke immuunrespons
induceren. Daarnaast sturen ze ook deels de aspecifieke immuunrespons. Zo wordt de fagocytose en
de cytotoxiciteit van macrofagen gestimuleerd (Messier et al., 1990; Asai et al., 1994; Chen et al.,
2003). Pro-inflammatoire cytokines activeren de immature T-helpercel (Th) (Baarsch et al., 1995;
Murtaugh en Foss, 2002). Dit is het meest voorkomende celtype in het BALT. Hieruit ontstaan Th1l-
cellen of Th2-cellen. Thl-cellen induceren voornamelijk een celgemedieerde immuunrespons met
stimulatie van de productie van opsoniserende antistoffen (bijvoorbeeld 19G2) door B-cellen. Indien
voornamelijk Th2-cellen worden gevormd, zal dit eerder resulteren in een humorale immuunrespons,
met productie van immunoglobulines, bijvoorbeeld IgG1l en IgA (Chen et al., 2003; Okamba et al.,
2007). De concentraties van IgG1 en IgA stijgen zowel systemisch in het serum als lokaal in de long
en het longspoelvocht (Suter et al.,, 1985; Messier et al., 1990). Secretory IgA (slgA) bedekt de
respiratoire mucosa en inhibeert de adhesie en bepaalde metabolische processen van M.
hyopneumoniae, met een verminderde cytotoxiciteit tot gevolg (Fagan et al., 1997). De concentraties
IgA en IgG gemeten in zowel het serum als in de respiratoire tractus, hebben echter een beperkte
prognostische waarde voor de bescherming van varkens tegen M. hyopneumoniae infectie (Djordjevic
et al., 1997). M. hyopneumoniae hecht enkel vast op het trilhaarepitheel van de respiratoire tractus en
heeft een niet-invasief karakter. Bijgevolg is de antistoffentiter in het serum, geinduceerd door deze
bacterie, erg variabel en moet men de resultaten van metingen van de antistoffentiters in het serum
kritisch interpreteren (Haesebrouck et al., 2004; Martelli et al., 2006). De seroconversie gebeurt traag

en is pas duidelijk 3 tot 6 weken na infectie (Thacker et al., 2000).

Het is duidelijk dat zowel een goede cellulaire als humorale immuunreactie vereist zijn om een goede

bescherming te bieden tegen M. hyopneumoniae (Haesebrouck et al., 2004).

M. hyopneumoniae is in staat het immuunsysteem van het varken te moduleren. De capaciteit om de
immuunrespons te manipuleren verschilt van stam tot stam. Het verschil in uitkomst van de
immuunrespons is waarschijnlijk afhankelijk van het gezamenlijke effect van alle betrokken cytokines
(Razin et al., 1998). Cytokines hebben zowel een invioed op de cellulaire als humorale
immuunrespons. Cytokines kunnen onderverdeeld worden in pro-inflammatoire cytokines
(bijvoorbeeld IL1, IL6, TNFa, IFNy) en anti-inflammatoire cytokines (bijvoorbeeld IL10 en TGF-B) (Asai
et al., 1993 en 1994; Thanawongnuwech et al., 2003 en 2004; Choi et al., 2006). M. hyopneumoniae
is enerzijds in staat de immuunrespons te onderdrukken, waardoor de kiem niet verwijderd kan
worden uit het ademhalingsstelsel. Pieters et al. (2009) hebben aangetoond dat de kiem tot 214
dagen na infectie kan persisteren in de gastheer. Zo ziet men bijvoorbeeld soms een inhibitie van de
fagocytose van macrofagen: er is een tekort aan opsonines, aan Fc- en complementreceptoren en
bovendien is er een verminderde lysosymale activiteit. Tevens is er een suppressie van verscheidene
cytokines, bijvoorbeeld van IFNy (Caruso en Ross, 1990; Muneta et al., 2008). De mate van inhibitie
is sterk gecorreleerd met de concentratie van prostaglandine E2 in het longspoelvocht (Asai et al.,
1996). Anderzijds kan M. hyopneumoniae het immuunsysteem overstimuleren, met bijvoorbeeld een



disproportionele synthese van pro-inflammatoire cytokines, welke bijdragen tot de ernst van de lesies
in het ademhalingsstelsel (Choi et al., 2006). Infecties met hoogvirulente stammen induceren hogere
concentraties TNFa en IL1 aanwezig in het longspoelvocht ten opzichte van infecties met
laagvirulente stammen. Hetzelfde geldt voor de concentratie leukocyten in het longweefsel (Meyns et
al., 2007).

Zeugen geven passief een deel van hun antistoffen en lymfocyten door aan hun biggen via het
colostrum (Bandrick et al., 2008). Deze passief verworven immuniteit kan de kolonisatie van M.
hyopneumoniae niet verhinderen. Biggen van immunocompetente zeugen vertonen wel minder

ernstige longlesies na infectie (Sibila et al., 2008).

2.5. Controle

Er zijn talrijke factoren, zoals de algemene conditie van de varkens, de huisvesting, de bedrijfsvoering
en/of andere infecties die bijdragen tot de controle van EP (zie Fig. 4). Gezien de multifactoriéle
oorzaak, moet de bestrijdingsstrategie een combinatie zijn van een optimaal bedrijffsmanagement,
waaronder een goede huisvesting, een verantwoord en doelgericht antibioticagebruik en vaccinatie.
Het is zeer moeilijk een bedrijf vrij te maken van M. hyopneumoniae en deze status tevens te
behouden (Haesebrouck et al., 2004). Wegens de enorme kosten die varkensbedrijven globaal
jaarlijks ondervinden ten gevolge van M. hyopneumoniae infecties, is een zo efficiént mogelijke
controle van deze bacterie van groot economisch belang. Een van de grootste knelpunten is en blijft
het ideale tijdstip waarop desbetreffende maatregelen, bijvoorbeeld vaccinatie en toedienen van

antibiotica, moeten worden toegepast (Meyns et al., 2004).

2.5.1. Huisvesting, management en gebruik van antimicrobiéle middelen

2.5.1.1. Populatiemanagement en huisvesting

De dierbezettingsdichtheid en de ventilatie op het bedrijf zijn factoren die een grote invioed uitoefenen
op de kans dat M. hyopneumoniae, na contact met het varken, aanslaat en persisteert in de gastheer.
EP komt bijgevolg minder voor op extensieve varkensbedrijven, gezien hier relatief meer stalruimte en
luchtvolume is per individueel dier in vergelijking met een intensief productiesysteem. Overbezetting
leidt tot meer stress bij varkens en een verhoogd stofgehalte, welke een negatieve invioed hebben op
de afweer ter hoogte van het ademhalingsstelsel. Bedrijven met een intensief productiesysteem
bestaan vaak ook uit grotere groepen, dus meer varkens die een potentiéle transmissieweg kunnen
vormen voor M. hyopneumoniae en andere respiratoire pathogenen (Jolie et al., 1998). Deze
risicofactor kan echter beperkt worden door de dieren onder te verdelen in verschillende afdelingen.
Het is tegenaangewezen om dieren afkomstig van verschillende varkensbedrijven samen te
huisvesten. Varkensbedrijven die per productieronde dieren houden van slechts één herkomstbedrijf,
lopen minder risico op insleep van infectieuze ziektes, onder andere van M. hyopneumoniae (Hurnik et
al., 1994; Heinonen et al., 2001; Hege et al., 2002).
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Bij het optimaliseren van de huisvesting en de voeding wordt een verbetering van de gezondheid, het
welzijn en de productiviteit van de varkens nagestreefd. De temperatuur en de vochtigheid hebben
zowel een invloed op de gezondheid en de groeiprestaties van de varkens als op de capaciteit van M.
hyopneumoniae om te overleven en zich te verspreiden (Lebret et al., 2006). Indien de bacterie zich
niet in een koud en vochtig milieu bevindt, zal deze in de praktijk niet langer overleven dan 48 uur.
Gezien deze ideale omgevingsomstandigheden voor M. hyopneumoniae, komen er meer infecties
voor tijdens de herfst en de winter (Goodwin, 1985). Aangezien M. hyopneumoniae zich over een
beperkte afstand kan verspreiden onder de vorm van een aerosol, lopen bedrijven die dicht bij een
geinfecteerd bedrijf gelegen zijn een hoger risico op infectie (Hurnik et al., 1994). Hetzelfde geldt voor
bedrijven in de buurt van slachthuizen, parkeerplaatsen voor voertuigen bestemd voor
varkenstransport en andere plaatsen waar frequent varkens aanwezig zijn. De belangrijkste
transmissieweg van M. hyopneumoniae tussen verschillende varkensbedrijven is via aankoop van
(subklinisch) geinfecteerde dieren. Zo verspreidt de kiem zich direct en indirect tussen verschillende
groepen varkens, bedrijven en slachthuizen. Een grondige controle, reiniging en desinfectie van
vrachtwagens bij het verlaten van het bedrijf kan tevens bijdragen tot de preventie van EP. Hiervoor
voorziet men best een afgezonderde ruimte (Hege et al., 2002). Om een optimale bioveiligheid te
bekomen, moet ook het personeel strikt hygiénische maatregelen navolgen. Schoenen en kledij
worden best grondig gereinigd en ontsmet. Materiaal wordt best steeds bij dezelfde populatie varkens
gebruikt en niet uitgewisseld tussen dieren van verschillende leeftijdscategorieén (Roman et al.,
2006).

Indien de varkens slecht gehuisvest zijn, met bijvoorbeeld een te hoge bezettingsgraad, heeft dit een
negatieve weerslag op de kwaliteit van het viees (Lebret et al.,, 2006). Een optimale huisvesting
resulteert in een kortere afmestperiode, een hogere dagelijkse gewichtstoename en een lager

mortaliteitspercentage (Heinonen et al., 2001).

2.5.1.2. Bedrijfsvoering

A. Productiesysteem

Er worden meer gevallen van EP vastgesteld op afmestbedrijven en bedrijven met een gemengd fok-
en afmestmanagement ten opzichte van fokbedrijven. Dit komt onder andere doordat afmestbedrijven
afhankelijk zijn van kweekbedrijven. Dergelijke kweekbedrijven kunnen namelijk varkens leveren die
mogelijk reeds geinfecteerd zijn en kunnen hierdoor verantwoordelijk zijn voor een insleep van M.
hyopneumoniae in het afmestbedrijf. Heinonen et al. (2001) hebben aangetoond dat wanneer
varkensbedrijven enkel dieren aankopen met een uitstekende gezondheid, dit resulteert in significante
economische voordelen op het einde van de afmestperiode. Zo is er een hogere dagelijkse
gewichtstoename, een verlaagde uitval en is de duur van de afmestperiode korter. Tevens wordt in de
slachthuizen een betere vleeskwaliteit opgemerkt. Bedrijven met een all-in/all-out- systeem lopen

minder risico op infectie met M. hyopneumoniae ten opzichte van een continue doorstroom.
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Bovendien resulteert dit in betere productieresultaten, met een hoger slachtgewicht en dagelijkse

gewichtstoename (Ice et al., 1999; Hege et al., 2002).

Afhankelijk van het aandeel aangetaste dieren en de ernst van de infectie kan men voor eradicatie op
een bedrijff overgaan tot een gedeeltelijke (op kweekbedrijven) of volledige (op afmestbedrijven)
depopulatie van de varkens op het bedrijf. Een effectief eradicatieprogramma werd onder andere
reeds toegepast in Zwitserland. Hierbij werden alle varkens op een geinfecteerd bedrijf jonger dan 10
maanden geélimineerd. Een partiéle depopulatie op een kweekbedrijf kan een lange tijd in beslag
nemen (tot enkele maanden), aangezien alle dieren ouder dan 10 maanden een immuunrespons

moeten opbouwen tegen M. hyopneumoniae (Hege et al., 2002).

B. Medicated early weaning

Onderzoek heeft aangetoond dat biggen die met oxytetracycline behandeld werden op dag 1, 7 en 14
na de geboorte en bovendien gespeend werden op de leeftjd van 14 dagen, betere
productieresultaten behaalden. Deze groep varkens had een lager uitvalspercentage en een hoger
slachtgewicht. Bovendien werd M. hyopneumoniae niet overgedragen op deze biggen. Bijgevolg was
er later minder medicatie vereist bij de gespeende biggen, wat financiéle voordelen met zich
meebrengt. Op deze manier kan tevens de gezondheidsstatus van latere generaties verbeterd

worden, zonder dat dieren hierbij geélimineerd moeten worden (Dee, 1994).

C. Opvolgen van dieren

Een goede inspectie van de dieren gedurende de productie is een essentieel onderdeel van de
controle van M. hyopneumoniae. Gezien de lange incubatietijd, het groot aantal subklinisch
geinfecteerde dieren en de vaak vage symptomen is het noodzakelijk de dieren nauwkeurig op te
volgen. Indien in het slachthuis kenmerkende longlesies worden opgemerkt, moeten
controlemaatregelen genomen worden. Bevindingen in het slachthuis kunnen dus een idee geven
over het effect van de toegepaste controlemaatregelen op het bedrijff (Heinonen et al., 2001). Het
infectiepatroon op het bedrijf heeft namelijk een invloed op het percentage aangetaste dieren en de
leeftijd waarop ze geinfecteerd worden. Dit wordt frequent nagegaan d.m.v. serologisch onderzoek.
Hierbij worden er serumantistoffen opgespoord. Onder praktijkomstandigheden kan het echter 3 tot 8
weken duren alvorens een serologische respons optreedt, niet alle dieren seroconverteren na infectie
en de interpretatie is ook moeilijker indien er gevaccineerd wordt. De uitslagen van serologische

testen moeten kritisch geinterpreteerd worden (Haesebrouck et al., 2004).
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D. Preventie van andere ziektes

Bedrijven die weinig aandacht besteden aan ziekte-insleep en controle van andere respiratoire
aandoeningen hebben relatief meer kans om geinfecteerd te worden met M. hyopneumoniae t.o.v.
bedrijven die dit wel doen. Een goede bestrijding kan het verloop en/of de ernst van de infectie
beperken. Andere respiratoire aandoeningen bestaan zowel uit parasitaire, bacteriéle en virale
infecties. Zo zal een goede ontworming van de varkens resulteren in minder infecties met Ascaris
suum. De migrerende larven van A. suum kunnen ernstige lesies veroorzaken in het
ademhalingsstelsel waardoor varkens gevoeliger worden voor secundaire infecties. Hetzelfde geldt
voor verschillende andere respiratoire pathogenen, bijvoorbeeld PRRSV, PCV-2, influenza en
Actinobacillus pleuropneumoniae (Jolie et al., 1998; Bochev et al., 2008). Een hoge prevalentiegraad
van andere respiratoire aandoeningen kan het gevolg zijn van het gebrek aan diergeneeskundige
controle en bedrijffsbegeleiding. Dit is echter een risicofactor die moeilijk te onderzoeken en
kwantificeren is. De dierenarts kan namelijk zowel preventief als curatief een bijdrage leveren tot de

bestrijding van EP.
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Fig. 4: Schematische illustratie van verschillende risicofactoren met een invloed op de preventie en
controle van respiratoire infecties bij varkens (uit Stark, 2000).
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2.5.1.3. Antibiotica

Antibiotica onderdrukken of verminderen de klinische symptomen en verminderen het aantal
secundaire infecties. Hierdoor kunnen de geinfecteerde varkens vaak zonder vertraging de opfok- en
afmestfase doorlopen (Bargen, 2002). De antibiotica worden dikwijls via het water of via de voeding
toegediend. Dit kan zowel profylactisch, metafylactisch als curatief. Ook al resulteert toediening van
antibiotica niet altijd in een volledige bescherming tegen of eradicatie van de infectie, toch is deze
methode minder arbeidsintensief dan het individueel vaccineren met de huidige vaccins. Een nadeel
van deze massatoediening is echter dat er een verhoogd risico bestaat op ontwikkeling van resistentie
bij M. hyopneumoniae en andere pathogenen. Dit is zeker het geval bij oraal opgenomen antibiotica,
aangezien deze vaak ondergedoseerd worden toegediend (Timmerman et al., 2006). Verworven
antimicrobiéle resistentie komt voor bij M. hyopneumoniae, maar vormt tot dusver nog geen duidelijke
problemen voor de behandeling (Kobisch en Friis, 1996) (zie tabel 2). Bij herhaaldelijk en/of overmatig
gebruik van antibiotica verhoogt het risico dat er na slachting residuen van antimicrobiéle middelen

worden teruggevonden in de karkassen (Maes et al., 2008).

De meest gebruikte antibiotica tegen M. hyopneumoniae zijn de antibiotica die behoren tot de klasse
van de tetracyclines en de macroliden. Tot de klasse van de macroliden behoren onder andere
tilmicosine en acetylisovaleryl-tylosine (Inamoto et al., 1993). Chloortetracycline, oxytetracycline en
tylosine verminderen de klinische symptomen, maar sommige stammen van M. hyopneumoniae
vertonen resistentie tegen deze antibiotica. Tegen chloortetracycline werd een zeer hoge frequentie
van resistentie beschreven (Inamoto et al., 1993; Hannan et al., 1997). Dit is echter wellicht te wijten
aan het feit dat chloortetracycline niet stabiel blijft tijdens de in vitro testen, waardoor de resultaten niet

betrouwbaar zijn.

Fluoroquinolones zoals enrofloxacine en marbofloxacine worden vooralsnog frequent gebruikt bij
jonge biggen. Er werd echter reeds resistentie (verkregen door genmutaties) aangetoond tegen deze
antibiotica, waardoor M. hyopneumoniae in staat is na infectie te persisteren ter hoogte van het
ademhalingsstelsel en dit ondanks een goede penetratie van deze antibiotica tot in de trachea en het
tracheaal secreet (Le Carrou et al., 2006). Pleuromutilines, zoals tiamuline en valnemuline, zijn zeer
effectief in de bestrijding van M. hyopneumoniae. Bovendien werd er slechts een minimale
resistentieontwikkeling bemerkt in vitro tegen deze pleuromutilines (Hannan et al., 1997). Een ander

effectief antibioticum is bijvoorbeeld lincomycine (Inamoto et al., 1993).

Antibiotica die de aanmaak of het metabolisme van de celwand van de bacterie aantasten, zoals de
B-lactams (bijvoorbeeld penicillines en cephalosporines), zijn helemaal niet werkzaam tegen M.

hyopneumoniae aangezien deze geen celwand heeft (Wu et al., 1997).
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Tabel 2:  Tabel met de minimale inhibitorische concentraties van verschillende antibiotica voor de
behandeling tegen M. hyopneumoniae. Cephalosporines en penicilines zijn niet werkzaam
tegen M. hyopneumoniae aangezien deze geen celwand heeft. Sommige stammen
vertonen reeds een hoge graad van resistentie tegen o.a. tylosine (Uit Wu et al., 1997).

MICs of 12 antibiotics (lg/mL) versus M. hyopneumoniae

Isolate P232 P5429 P2057 13359-4 P2218 P4713 P5456 P7331 P10617-2 P11796-1/a P5215-1 P12536 P1179%-1/b  P1170
Antibiotic CCU/mL 102 102 102 102 108 108 108 10 108 10d 10° 103 104 104

Enrofloxacin 1 0.5 1 0.06 2 2 >4 1 1 1 2 1 1 1
Ceftiofur >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8 >8
Ampicillin >32 >32 =32 =32 32 32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32
Tilmicosin <025 4 >32 8 8 1 1 0.5 0.5 <0.25 0.5 2 <0.25 <0.25
Tylosin <05 >64 16 64 >64 >64 >64 >64 64 16 64 >64 32 >64
Erythromycin 025 >16 >16 >16 >16 >16 =>16 >16 >16 >16 <025 >16 8 4
Lincomycin <025 1 >32 05 1 05 05 05 <025 <025 <025 05 <025 <0.25
Spectinomycin <1 8 4 2 2 2 2 2 2 2 4 16 2 2
Apramycin 0.5 8 4 4 4 4 4 1 4 4 4 4 4 4
Gentamicin <05 2 1 <05 1 1 1 <05 1 2 <05 1 1 1
Tetracycline <05 <05 =05 <05 <05 <05 <05 <05 <05 <05 <05 0.5 <05 <05
Trimethoprim/ ND =16/ =16/ =16/ =16/ =16/ =16/ =16/ >16/ >16/ 16/ >16/ >16/  >16/
Sulfa >304 >304 >304 >304 >304 >304 >304 >304 >304 304 >304 =304 304

2.5.2. Vaccinatie

2.5.2.1. Huidige vaccinatiestrategie

Door het meer en meer streven naar een verminderd en een meer verantwoord gebruik van antibiotica
is men steeds meer belang gaan hechten aan de preventie van de ziekte, bijvoorbeeld door vaccinatie
(Fagan et al., 1997). Vaccinatie is een kosten-effectieve methode ter controle van M. hyopneumoniae
(Chen et al, 2001; Jones et al., 2005). Tegenwoordig wordt ongeveer 70 procent van de
varkenspopulatie gevaccineerd tegen M. hyopneumoniae (Feng et al., 2013). Na vaccinatie met een
commercieel vaccin ondergaat 30 tot 100 procent van de dieren een seroconversie (Martelli et al.,
2006).

Het besluit om te vaccineren en wanneer is afhankelijk van verscheidene factoren, welke sterk kunnen
verschillen van bedrijf tot bedrijf en hun productiemanagement. Enkele factoren waarmee men kan
(moet) rekening houden zijn o.a.: aanwezigheid en infectiedruk van M. hyopneumoniae op het bedrijf
en in de omgeving, impact van respiratoire aandoeningen, dagelijkse gewichtstoename en
mortaliteitspercentage tussen spenen en slachten. De efficiéntie van vaccinatie is afhankelijk van
onder andere het vaccinatieschema, het bedrijfsmanagement en het vaccin zelf (Sibila et al., 2007b).
Maes et al. (2003) hebben aangetoond dat vaccinatie tegen M. hyopneumoniae in de meeste
geinfecteerde bedrijven rendabel is. Men ziet de beste resultaten in bedrijven met een hoge
infectiedruk, wellicht omdat de ziekte dan meer schade teweegbrengt en er dus een grotere
mogelijkheid bestaat tot verbetering (Maes et al., 2003). Vaccinatie van varkens kan leiden tot
economische voordelen zoals een betere voederconversie, minder klinische symptomen en
longlesies, een gedaalde mortaliteit en een betere vieeskwaliteit (Haesebrouck et al., 2004). Dieren

gevaccineerd met commerciéle vaccins hebben een significant hogere dagelijkse gewichtstoename
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ten opzichte van niet-gevaccineerde dieren van dezelfde leeftijd. Studies vermelden een gemiddeld
verschil van 21 tot 37 g per dag. Hierdoor wordt het slachtgewicht sneller bereikt (Jensen et al., 2002).
Men raadt aan een serologische studie uit te voeren binnenin het bedrijff om zo het meest geschikte
tijdstip te bepalen waarop men de varkens kan vaccineren. Zo krijgt men ook een zicht op de

immunologische status van de zeugen aanwezig op het bedrijf (Bochev, 2008).

Men kan verschillende vaccinatieschema’s toepassen. Bij de keuze van vaccinatieschema houdt men
rekening met de infectiedruk van M. hyopneumoniae op het bedrijf en het soort productiesysteem
waarin de varkens gehouden worden. Vroeger werden biggen steeds tweemaal gevaccineerd met
commerciéle vaccins. Later werd ook een systeem met slechts een éénmalige vaccinatie
gecommercialiseerd. Dit is minder arbeidsintensief voor de veehouder en minder stresserend voor de
varkens (Baccaro et al., 2005; Sibila et al., 2007b). Wanneer de infecties op het bedrijf voornamelijk
tijdens de vroege productiefasen (bijvoorbeeld in de biggen- of voormeststal) voorkomen, worden de
biggen vaak voor de leeftijd van 3 weken tweemaal gevaccineerd. Een éénmalige vaccinatie van
biggen ouder dan 3 weken blijkt een gelijkaardige bescherming te bieden. Gebeurt de infectie later
(bijvoorbeeld in de afmestfase op een all-in/all-out varkensbedrijf), dan zou de vaccinatie ook op een
latere leeftijd kunnen toegepast worden. Echter, het tijdstip van infectie kan variéren tussen
opeenvolgende groepen binnen eenzelfde bedrijf. Daarom worden de biggen meestal gevaccineerd
op jonge leeftijd nl. in de kraamstalperiode. Voordelen van vaccinatie worden pas zichtbaar enkele
maanden na de start van het vaccinatieprogramma, waardoor deze gedurende een aanzienlijke tijd
aangehouden moet worden. Een aanhoudende vaccinatie van alle dieren is bovendien gunstig om
uiteindelijk een uniforme immuunstatus te krijgen binnen de groep varkens aanwezig op het bedrijf. Dit
gebeurt echter minder effectief wanneer slechts een deel van de biggen gevaccineerd wordt op een
bedrijff (Maes et al., 2003; Haesebrouck et al., 2004; Sibila et al., 2007b). Na vaccinatie wordt er
tevens een snellere seroconversie en hoger aandeel seropositieve dieren waargenomen ten opzichte
van een natuurlijke infectie, en dit zowel bij een enkele als dubbele vaccinatie. In de praktijk gebeurt
de seroconversie na natuurlijke vaccinatie vrij traag, meer bepaald tijdens de voormest- en afmestfase
(Sibila et al., 2007b).

2.5.2.2. Effect van vaccinatie op transmissie van M. hyopneumoniae

A. Effect op de horizontale transmissie

De huidige, conventionele vaccins (bacterins) kunnen het varken niet beschermen tegen infectie en
kolonisatie door M. hyopneumoniae, noch kunnen ze de kiem elimineren uit dragers. Meyns et al.
(2006) hebben aangetoond dat er geen significant verschil bestaat in de transmissie tussen
gevaccineerde varkens en niet-gevaccineerde varkens onderling. Er is geen significant verschil in de
mate van transmissie tussen hoog- en laagvirulente stammen (Meyns et al., 2004). Men heeft
vastgesteld dat in de biggenstal één geinfecteerd, gespeend big gemiddeld één ander big zal

infecteren met M. hyopneumoniae. Bij gevaccineerde dieren worden na infectie echter minder
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klinische symptomen opgemerkt, zijn er minder longletsels en is er een verbetering van de groei en

voederconversie (Bargen, 2004; Haesebrouck et al., 2004; Bochev, 2008).

B. Effect op de verticale transmissie

Om de verticale overdracht van M. hyopneumoniae tussen zeugen en hun biggen te verhinderen, kan
men de zeugen vaccineren. Via het colostrum van gevaccineerde zeugen worden naast antistoffen
ook functionele, antigeen-specifieke T-cellen overgedragen aan biggen. Deze cellen maken bijgevolg
actief deel uit van de neonatale immuunrespons en reduceren het risico op infectie van M.
hyopneumoniae (grosse Beilage et al., 2005). Hoe hoger de antistoffentiter in het colostrum van de
zeug, hoe hoger de initiéle antistoffentiter zal zijn in het serum van de zogende biggen en bijgevolg
hoe langer deze antistoffen zullen persisteren (T1/2 verandert echter niet) (Morris et al., 1994). Deze
biggen testen minder vaak positief voor M. hyopneumoniae op het tijdstip van spenen en vertonen
minder (ernstige) lesies in de longen na het slachten (Bandrick et al., 2008). De passief verworven
immuniteit, afkomstig van het colostrum van de zeug, heeft bij vaccinatie van biggen van 1 week oud,
geen of een minimaal effect op de opbouw van een actieve immuunrespons die werd geinduceerd
door vaccinatie. De serologische status van de zeugen heeft dus weinig invloed op de opbouw van
een beschermende immuunrespons in vroeg gevaccineerde biggen (Martelli et al., 2006). Er kan wel
een lagere serologische respons optreden wanneer biggen met maternale antistoffen gevaccineerd
worden. Dit is waarschijnlijk te wijten aan een beperkte interferentie met de maternale antistoffen. Dit
wordt niet of minder opgemerkt bij vaccinaties op 4 en 8 weken (grosse Beilage et al., 2005). Het
ideale tijdstip waarop men de biggen op het bedrijf moet vaccineren, is afhankelijk van de voordelen
van de uitgestelde vaccinatie en de noodzaak om een immuniteit op te bouwen tegen M.
hyopneumoniae vooraleer het dier er wordt aan blootgesteld. Het effect van een vaccinatie is namelijk
het grootst wanneer de biggen immuniteit hebben opgebouwd alvorens ze worden blootgesteld aan
het pathogeen (Martelli et al.,, 2006). De antistoffentiter is echter slechts deels indicatief voor de
bescherming tegen M. hyopneumoniae (Haesebrouck et al., 2004). Deze antistoffen bieden namelijk
geen volledige bescherming. Biggen van zowel seronegatieve als seropositieve zeugen kunnen nog
steeds geinfecteerd worden met M. hyopneumoniae (Sibila et al., 2007a). Vaccinatie van de zeugen

wordt in de praktijk weinig toegepast (Martelli et al., 2006).

2.5.2.3. Ontwikkeling van nieuwe vaccins

2.5.2.3.1. Inleiding

De geregistreerde en wettelijk toegelaten vaccins bestaan uit volledig geinactiveerde M.
hyopneumoniae cellen (bacterins). Sinds 2007 is in China een vaccin toegelaten dat een
geattenueerde, levende stam (168) van M. hyopneumoniae bevat. De cultivatie van M.
hyopneumoniae, die vereist is voor de ontwikkeling van de vaccins, en het conventionele
intramusculair toedienen van deze vaccins, zijn tijdrovend en arbeidsintensief. Gezien het economisch

belang van de preventie van EP, wordt echter steeds verder gezocht naar nieuwe, betere vaccins en
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alternatieve toedieningswegen ter bescherming tegen M. hyopneumoniae. (Chen et al., 2003; Feng et
al., 2013). Hierbij streeft men naar een vaccin dat de kolonisatie van het gecilieerde longepitheel
verhindert d.m.v. inductie en stimulatie van zowel de humorale als de cellulaire immuniteit, en dit via
toediening langs een efficiénte en meer praktische toegangsweg (Fagan et al., 2001). Zo werden
bijvoorbeeld subunit-, vector- en DNA-vaccins ontwikkeld en onderzocht. Men testte hiervoor reeds
verscheidene antigenen die mogelijk in aanmerking zouden kunnen komen als vaccincomponent. De
testen leverden erg uiteenlopende resultaten op. Het is namelijk nog niet volledig duidelijk hoe en
welke antigenen een prominente rol spelen in de specifieke afweer tegen M. hyopneumoniae. Verder
onderzoek naar de interacties tussen M. hyopneumoniae en het varken kan een bijdrage leveren tot
de selectie van kandidaat antigenen, geschikt voor de ontwikkeling van een nieuwe vaccin. Dit geldt
ook voor de (anti)genen die verantwoordelijk zijn voor het verschil in virulentie tussen verschillende
stammen (Fagan et al.,, 1997; Haesebrouck et al., 2004). Daarnaast werden alternatieve
toedieningswijzen onderzocht, bijvoorbeeld door varkens te vaccineren via het voeder, met behulp van
aerosolen of via subcutane, intradermale, intrapulmonaire of intraperitoneale injectie. Naast de
samenstelling van het vaccin en de soort M. hyopneumoniae stam die deze bevat, kan de
toedieningsweg namelijk ook een invloed hebben op de soort immuunrespons die geinduceerd wordt

na vaccinatie (Chen et al., 2008).

2.5.2.3.2. Soorten nieuwe vaccins

SUBUNIT VACCINS

Bij subunit vaccins wordt slechts een beperkt aantal immunogene antigenen tot expressie gebracht.
Dit in tegenstelling tot de conventionele bacterins, waarbij de volledige M. hyopneumoniae kiem
geinactiveerd wordt. Deze vaccins kunnen op twee manieren ontwikkeld worden. Ten eerste kan men
de bacterie eerst cultiveren en daarna in verschillende fragmenten onderverdelen. Daarnaast kan men
de gewenste antigenen bekomen door middel van DNA recombinatie, deze vaccins worden
‘recombinant subunit vaccins’ genoemd. Reeds verschillende testen werden uitgevoerd met dergelijke
vaccins. King et al. (1996) onderzochten de immuunrespons bij varkens na vaccinatie met een
recombinant subunit vaccin dat het adhesine P97 tot expressie bracht. Dit resulteerde echter niet in

een significante bescherming.

VECTOR VACCINS

Een andere klasse van alternatieve vaccins die men heeft ontwikkeld en getest, is die van de vector
vaccins. Hierbij wordt genetisch materiaal van M. hyopneumoniae zo getranslokaliseerd dat deze als
immunogeen tot expressie wordt gebracht door een bepaalde vector. Dergelijke (levende) vectoren
zijn in staat een sterke immuunrespons te induceren. Zo zullen (facultatief) intracellulaire, bacteriéle
vectoren (bijvoorbeeld Listeria monocytogenes) zorgen voor de inductie van zowel een humorale als
een celgemedieerde immuunrespons. Bovendien is de productie van dit soort vaccins goedkoper ten

opzichte van de conventionele vaccins (Shimaiji et al., 2003). Verscheidene antigenen werden reeds
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gecombineerd met diverse vectoren, bijvoorbeeld Salmonella Typhimurium, Escherichia coli
(bijvoorbeeld het hittelabiele enterotoxine), Erysipelothrix rhusiopathia en Pseudomonas (exotoxine)
(Fagan et al., 1996 en 1997; Chen et al., 2001; Conceicao et al., 2006). Zo werd NrdF reeds
gerecombineerd met E. coli, Salmonella Typhimurium en B-galactosidase. NrdF speelt een belangrijke
rol in de DNA-synthese van M. hyopneumoniae. Vector vaccins kunnen via verschillende wegen
worden toegediend. Het vector vaccin met E. coli en Salmonella Typhimurium werd oraal toegediend
aan muizen en induceerde een sterke stijging van mucosale IgA’s in het ademhalingsstelsel (Fagan et
al., 1997). NrdF werd in combinatie met (3-galactosidase intramusculair toegediend aan varkens, wat
resulteerde in een sterke reductie van de longpathologie (Fagan et al., 2001). Het C-terminale uiteinde
van P97 werd gerecombineerd door Shimoji et al. (2003) met een geattenueerde Erysipelothrix
rhusiopathiae YS-19 en intranasaal toegediend. De vaccinatie resulteerde bij varkens in een
significante daling van de ernst van de longlesies na infectie met M. hyopneumoniae. Okamba et al.
(2007) incorporeerden ditzelfde antigen in een adenovirus (niet meer in staat om te repliceren), dat
intranasaal en intramusculair werd toegediend aan muizen. Er was een sterke stijging van
antigeenspecifieke antistoffen zichtbaar. Men mag hier echter niet zomaar uit besluiten dat deze
aanleiding geven tot een significante bescherming tegen een infectie met M. hyopneumoniae. Het
induceren van een immuunrespons in muizen of zelfs varkens wil namelijk nog niet zeggen dat er een

beschermende immuniteit wordt opgebouwd. Verder onderzoek is dus vereist.

DNA VACCINS

DNA vaccins bevatten een deel van het DNA van M. hyopneumoniae, meer bepaald een gen dat
codeert voor een antigeen waartegen men wilt vaccineren. Er werd aangetoond dat DNA-vaccins in
staat zijn om zowel een cellulaire als een humorale immuunrespons te induceren en te stimuleren
(Gurunathan et al., 2000). Het genoom van M. hyopneumoniae werd gescreend om genen, coderend
voor bepaalde antigenen, te identificeren, te klonen en te testen als potentieel onderdeel van een
DNA-vaccin (Fagan et al., 1996). Enkele van deze antigenen die in aanmerking komen als potentiéle
componenten van DNA-vaccins zijn: P36, P46, P97, P97R1 en NrdF (Futo et al., 1995; Hsu et al.,
1997; Chen et al., 2008). Deze genen, met uitzondering van P97R1, zijn namelijk sterk geconserveerd
binnen verschillende M. hyopneumoniae stammen. Zo kunnen dieren d.m.v. kruisbescherming
immuniteit opbouwen tegen verschillende stammen, ook al werden de dieren met slechts één stam
gevaccineerd. Verschillende van deze geidentificeerde genen kunnen gecombineerd worden in een
recombinant plasmide, waardoor het gevaccineerde dier meteen geimmuniseerd wordt tegen
verschillende antigenen van M. hyopneumoniae. Vaccins die meerdere antigenen (of genen die
coderen voor deze Ag) bevatten, bieden een completere bescherming dan wanneer gevaccineerd
wordt met één afzonderlijk antigeen, welke vaak slechts een gedeeltelijke bescherming biedt. DNA-
vaccins kunnen oraal, intramusculair of subcutaan worden toegediend (Chen et al., 2008).
Verschillende DNA-vaccins kunnen via eenzelfde toedieningsweg andere soorten immuunresponsen
induceren, afhankelijk van het antigeen. Zo toonde Chen et al. (2008) aan dat na intramusculaire
vaccinatie met een DNA-vaccin vaak een sterke Thl-gepolariseerde immuunrespons geinduceerd

wordt. Chen et al.(2003) testten ook een DNA-vaccin waarbij het heat shock protein P42 tot expressie
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werd gebracht. Dit proteine induceerde daarentegen een immuunrespons van zowel Thl- als Th2-
cellen, een proliferatie van antigeen-specifieke mononucleaire cellen in de milt en inhibeerde de groei

van M. hyopneumoniae (Chen et al., 2003; Dhama et al., 2008).

2.5.2.4. Alternatieve toedieningswijzen

Naast het soort vaccin dat gebruikt wordt, is ook de wijze van toedienen van belang voor het effect
van de vaccinatiestrategie. Hieronder zullen enkele alternatieve (experimentele) toedieningswegen

toegelicht worden.

2.5.2.4.1. Oraal

Vector vaccins kunnen onder andere oraal toegediend worden. Orale vaccinatie van muizen met een
vector vaccin waarin NrdF tot expressie werd gebracht door Salmonella Typhimurium, leidde tot een
significante stijging van IgA in de pulmonaire mucosa. Dit vaccin induceerde namelijk een
immuunrespons ter hoogte van de intestinale mucosa, meer bepaald t.h.v. de Peyerse platen (Fagan
et al.,, 1997). Later werd deze orale vaccinatie herhaald bij varkens (Fagan et al., 2001). Lin et al.
(2003) testten een vaccin uit, geincorporeerd in microcapsules, dat oraal aan varkens toegediend
werd. Hierdoor werd een significant verschil gezien tussen de ernst van de longlesies van

gevaccineerde dieren en deze van niet-gevaccineerde dieren.

2.5.2.4.2. Via aerosol

Het gebruik van aerosolen als toedieningsweg voor vaccins werd nog niet veel toegepast bij varkens,
in tegenstelling tot pluimvee. Binnen deze laatste soort vaccins kan men twee groepen vaccins
onderscheiden: diegene die een geinactiveerde stam van M. hyopneumoniae bevatten, en deze die
een geattenueerde vorm bevatten. Murphy et al.(1993) testten de immuunrespons bij varkens na
aerogene vaccinatie met een geinactiveerde stam. Dit vaccin bleek echter geen significant betere
bescherming te bieden tegen M. hyopneumoniae ten opzichte van de niet-gevaccineerde dieren. Feng
et al.(2013) ontwikkelden een vaccin dat een geattenueerde vorm van M. hyopneumoniae bevatte. Na
aerogene toediening was dit vaccin in staat zeer snel immuniteit te induceren bij de gastheer. Deze
intrapulmonair toegediende vaccins stimuleerden zowel de lokale afweer ter hoogte van het
ademhalingsstelsel als de systemische afweer. De stimulatie was zowel zichtbaar in de cellulaire als
humorale immuunrespons. Zo werd 14 dagen na inoculatie van het vaccin een verhoogde
concentratie slgA opgemerkt in de nasale swabs van de gevaccineerde varkens. Verder onderzoek
moet verricht worden omtrent de optimale vaccinatiedosis, aerosoldiameter en omgevingsfactoren die

deze aerosolen kunnen beinvloeden.

20



2.5.2.4.3. Nasaal

Intranasale vaccinatie van varkens met een vector vaccin op basis van Erisypelothrix rhusiopathiae
resulteerde in significant minder ernstige longlesies ten opzichte van de niet-gevaccineerde
controlegroep (Shimoji et al., 2003).

2.5.2.4.4. Intraperitoneaal

Een geinactiveerd vaccin werd intraperitoneaal geinjecteerd bij varkens door Sheldrake et al. (1991).
Gedurende de eerste 30 dagen na vaccinatie was er een duidelijke groeiachterstand te zien bij de
gevaccineerde groep. Deze achterstand werd later echter gecompenseerd door een versnelde groei
ten opzichte van de niet-gevaccineerde dieren. Bij autopsie waren duidelijk minder ernstige letsels te
zien ter hoogte van het ademhalingsstelsel bij de gevaccineerde dieren. Soortgelijke resultaten

werden gezien na vaccinatie met een ander adjuvans (Ciprian et al., 1994).

2.5.2.4.5. Subcutaan

Chen et al. (2008) injecteerden muizen subcutaan met DNA- en proteinevaccins (en combinaties van
beide) die verscheidene antigenen bevatten. Hierbij werd een zeer sterk wisselende immuniteit
verkregen. De immuunrespons was onder andere afhankelijk van het soort vaccin en het specifieke

antigeen.
2.5.2.4.6. Intradermaal

Jones et al. (2005) hebben aangetoond dat intradermale vaccinatie van varkens met een bacterin een
efficiént alternatief kan betekenen ten opzichte van de huidige intramusculaire toediening.
Intradermale vaccinatie is in staat een snelle en effectieve bescherming bij jonge biggen te induceren
tegen EP. Dit is deels te danken aan het hoge vetgehalte in het plasmamembraan van M.
hyopneumoniae, wat zorgt voor een goede verdeling in de huid. Ontsmetting of andere
voorbereidingen van de huid waren niet nodig. Deze bescherming start via stimulatie van zowel de
celgemedieerde als mucosale immuniteit via antigeen-presenterende, dendritische cellen aanwezig in
de epidermis, welke beide een rol spelen in de afweer tegenover M. hyopneumoniae. Dergelijke
intradermaal toegediende vaccins induceerden ten opzichte van de conventionele toedieningswijze
een hogere antistoffentiter (voornamelijk IgG en IgA in het BAL). Tevens werden significant minder
ernstige lesies ter hoogte van de longen en pleuritis vastgesteld na experimentele infectie van M.
hyopneumoniae (Jones et al., 2005; Tassis et al., 2012). Intradermale vaccinatie resulteerde tevens in
een significante daling van de ernst van klinische symptomen en een stijging van de dagelijkse
gewichtstoename. Intradermaal toegediende vaccins zijn reeds gecommercialiseerd in o.a.

Griekenland, maar nog niet in Belgié (Tassis et al., 2012).
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3. BESPREKING

De controlestrategie in de bestrijding tegen M. hyopneumoniae bestaat uit een combinatie van een
optimale huisvesting, gericht antibioticagebruik en het preventief vaccineren van de varkens. Gezien
de stijgende graad van resistentie in sommige stammen van M. hyopneumoniae tegen steeds meer
verschillende soorten antibiotica, moet men het gebruik van antimicrobiéle middelen proberen te
beperken. Het optimaliseren van de huisvesting in de varkenshouderij vergt een grote investering. De
varkenshouder is echter niet steeds even kapitaalkrachtig, zeker aangezien de winstmarge per varken
de laatste jaren steeds kleiner wordt en soms zelfs negatief is. Daarom ben ik ervan overtuigd dat een
goede vaccinatiestrategie cruciaal is in de controle van M. hyopneumoniae infecties. De huidige
geregistreerde vaccins hebben echter enkele nadelen. Het individueel intramusculair vaccineren van
de dieren vereist heel wat tijd en arbeid voor de varkenshouder. Daarom wordt er tegenwoordig

intensief onderzoek verricht naar betere vaccins.

Er is reeds heel wat onderzoek uitgevoerd naar het effect van alternatieve soorten vaccins en
toedieningswegen. Veel van deze onderzoeken hadden positieve resultaten en dit zowel bij onderzoek
naar andere soorten vaccins als bij onderzoek naar alternatieve toedieningswegen. Zo werd er een
significante verbetering van de bescherming tegen M. hyopneumoniae aangetoond na vaccinatie met
bepaalde subunit vaccins, vector vaccins en DNA vaccins (Fagan et al., 2001; Okamba et al., 2007;
Chen et al., 2008). Daarnaast werden ook gunstige resultaten bekomen via oraal, intranasaal,
intraperitoneaal, intradermaal toegediende vaccins en vaccins toegediend via aerosol (Sheldrake et
al., 1991; Lin et al., 2003; Shimoji et al., 2003; Jones et al., 2005; Feng et al.,, 2013). Andere
onderzoeken daarentegen resulteerden in geen, een erg wisselvallig en onvoorspelbaar of zelfs een
negatief effect op de bescherming tegen een infectie met M. hyopneumoniae. Zo kon bij Jones et al.
(2005) geen significant verschil aangetoond worden in de dagelijkse gewichtstoename tussen
intradermaal gevaccineerde en niet-gevaccineerde varkens. Enkele jaren later werd echter wel een
dergelijk verschil aangetoond door Tassis et al. (2012). Er werd tevens geen bescherming opgemerkt
na vaccinatie via aerosolen met een geinactiveerde stam (Murphy et al., 1993). Dit was wel het geval

bij het gebruik van een geattenueerde stam (Feng et al., 2013).

Ondanks het wetenschappelijk onderzoek naar het ideale vaccin tegen M. hyopneumoniae, is er nog
geen beter alternatief vaccin beschikbaar dat de huidige conventionele vaccins in de praktijk kan
vervangen. Hetzelfde geldt voor een alternatieve toedieningsweg die het arbeidsintensief

intramusculair vaccineren van varkens zou kunnen vervangen en bovendien heel wat tijd uitsparen.

Er wordt nog steeds verder intensief onderzoek verricht, gezien de kosten (onder de vorm van
gereduceerd geneesmiddelengebruik en betere productieresultaten) die men zou kunnen uitsparen
met behulp van een beter soort vaccin en/of toedieningswijze. Dit is zeker het geval in de
varkenshouderij, gezien het groot aantal dieren waarop men potentieel winst kan maken d.m.v. een
betere bescherming. Het intramusculair toedienen van de conventionele vaccins is erg
arbeidsintensief en tijdrovend, aangezien elk dier individueel gevaccineerd moet worden. Daarom

moet men zich in toekomstig onderzoek voornamelijk concentreren op de ontwikkeling van vaccins die
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in de praktijk makkelijker toe te dienen zijn aan de varkens. Vaccinatie via aerosolen of via het voeder
bieden dit voordeel. Ondanks sommige gunstige, experimentele resultaten met intranasaal,
intraperitoneaal, subcutaan en intradermaal toegediende vaccins, beschikt men langs dergelijke
wegen niet over de mogelijkheid deze vaccins in één keer aan een grote groep dieren toe te dienen
en hierbij heel wat tijd en arbeid te besparen. Hieruit kan men besluiten dat ondanks intensief
onderzoek er nog steeds geen volwaardige alternatieven met een praktische meerwaarde gevonden

zijn voor de huidige vaccins.
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