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I. EINLEITUNG

Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) verursacht ein Durchfallgeschehen bei
Schweinen aller Altersgruppen, das durch plotzliches Auftreten von wéssrigem
Durchfall mit Erbrechen gekennzeichnet ist (PENSAERT & DE BOUCK, 1978).
Die Mortalitdt kann bei Saugferkeln bis zu 100 % betragen (OJKIC et al., 2015),
wobei die Auspridgung der klinischen Anzeichen und der Schweregrad des
Verlaufes unter anderem abhingig von dem auslésenden Virusstamm sowie dem
Alter und Immunstatus der betroffenen Tiere sind (WANG et al.,, 2014a;
ANNAMALAI et al., 2015; GOEDE et al., 2015).

PED wurde erstmals 1977 in GrofBbritannien beschrieben und trat bis in die
1980er Jahre in Europa auf (PENSAERT & DE BOUCK, 1978; SONG & PARK,
2012). Danach wurde nur noch sporadisch von Ausbriichen in Europa berichtet
(MARTELLI et al., 2008). Seit den 1980er Jahren ist PED in Asien endemisch
(SONG & PARK, 2012), wo es auch bei geimpften Tieren kiirzlich zu
verheerenden Ausbriichen kam (LI et al., 2012). In den USA trat PED im Friihjahr
2013 erstmalig auf und fiihrt seither zu massiven Verlusten mit bis nahezu 100 %
Mortalitét bei Saugferkeln (STEVENSON et al., 2013). Die dort isolierten PEDV-
Stimme werden als US-Prototypen bezeichnet. Gleichzeitig wurde in den USA
eine weniger virulente Variante mit Insertionen und Deletionen im S-Gen
(S INDEL) nachgewiesen (VLASOVA et al., 2014; WANG et al., 2014a). Die
Produktionsdaten und die Dauer bis zum Erreichen der Leistungsdaten der
Basisproduktion werden bei PED-Ausbriichen mit S INDEL-Stimmen weniger
beeinflusst als bei Ausbriichen mit den Prototyp-Stimmen (GOEDE et al., 2015;
GOEDE & MORRISON, 2016).

Seit 2014 tritt PED wieder in Deutschland und anderen européischen Léndern auf
(HANKE et al., 2015; MESQUITA et al., 2015; THEUNS et al., 2015). Obwohl
die PEDV-Isolate dieser Ausbriiche eng mit den weniger virulenten S INDEL-
Stimmen verwandt sind, betrdgt die Mortalitdt bei Saugferkeln zum Teil bis zu
70 % (STADLER et al., 2015). Bislang wurden nur bei Ausbriichen in der
Ukraine mit dem US-Prototyp verwandte PEDV-Stimme nachgewiesen

(DASTJERDI et al., 2015).
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Zum Nachweis von PEDV stehen verschiedene direkte und indirekte
Nachweisverfahren zur Verfiigung. Die PCR hat sich zur Bestitigung der
Verdachtsdiagnose etabliert, da sie schnelle und zuverldssige Ergebnisse liefert.
Mit serologischen Untersuchungen kann eine vorausgegangene Exposition
nachgewiesen werden. In dieser Studie wurden Tiere unterschiedlicher
Altersgruppen auf Betrieben ohne bekannte PEDV-Vorgeschichte nach einem
akuten Ausbruch von PED beprobt. Kotproben wurden auf PEDV-RNA
untersucht und das Serum der Studientiere wurde mit zwei kommerziellen
ELISAs auf PEDV-spezifische Antikorper untersucht. Diese unter
Feldbedingungen gewonnenen Daten konnen bei der Wahl des Probenmaterials

und der Untersuchungsmethode sowie der Befundinterpretation helfen.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Porcine epidemic diarrhea virus

1.1. Taxonomie

Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), der Erreger von porcine epidemic
diarrhea (PED), gehort zur Familie Coronaviridae, die der Ordnung Nidovirales
zugeordnet wird (ICTV, 2012). Die Unterfamilie Coronavirinae wird in die
Gattungen Alpha-, Beta-, Gamma- und Deltacoronaviren unterteilt (WOO et al.,
2009; ICTV, 2012). Coronaviren werden bei verschiedenen Spezies von Vogeln
und Sidugetieren nachgewiesen (KONIG & THIEL, 2015). Bei Schweinen
kommen Coronaviren verschiedener Gattungen vor (SAIF et al., 2012). Unter den
Alphacoronaviren spielen das transmissible gastroenteritis virus (TGEV), das
erstmals 1946 beschrieben wurde (DOYLE & HUTCHINGS, 1946), das porcine
respiratory coronavirus (PRCV), eine Variante von TGEV mit Deletionen im S-
Gen (SAIF et al., 2012), und PEDV, das zum ersten Mal 1977 auftrat (WOOD,
1977), eine Rolle. Aus der Gattung der Befacoronaviren ist das
Himagglutinierende Encephalomyelitis Virus (HEV), der Erreger von Erbrechen
und Kiimmern bei Saugferkeln (vomiting and wasting disaese), fiir Schweine
relevant (GREIG et al., 1962). Porcine Deltacoronaviren (PDCoV) wurden 2012
erstmals bei an Durchfall erkrankten Schweinen nachgewiesen (WOO et al.,

2012).

1.2. Morphologie

PEDV st ein behiilltes, Einzelstrang-Ribonukleinsdure (RNA)-Virus positiver
Polaritit (ICTV, 2012). Das Virus ist nahezu kugelférmig mit einem Durchmesser
von 95-190 nm (PENSAERT & DE BOUCK, 1978). Im
elektronenmikroskopischen Bild erscheinen Coronaviren als pleomorphe
Viruspartikel mit  keulenférmigen  Oberflichenprojektionen, sogenannte
Peplomere (PENSAERT & DE BOUCK, 1978). Diese 18 nm langen Projektionen
verhelfen den Coronaviren zu ihrem Namen (lat. corona = Krone) (KONIG &

THIEL, 2015).



4 II. Literaturiibersicht

1.2.1. Genom

Das lineare, einzelstringige Genom von PEDV weist mit einer Gréfle von 27,6-
31 Kbp das groBte Genom unter den Coronaviren auf (KONIG & THIEL, 2015).
Zwischen dem 5°‘-Ende mit Cap-Struktur und dem polyadenylierten 3‘-Ende
befinden sich untranslatierte Bereiche (untranslated regions, UTR) und sieben
offene Leseraster (open reading frames, ORF), wovon vier fiir Strukturproteine
und drei fiir Nicht-Strukturproteine kodieren (SONG & PARK, 2012). Die
Strukturproteine S (spike), E (envelope), M (membrane) und N (nucleocapsid)
sind in Richtung zum 3‘-Ende des Genoms lokalisiert (SONG & PARK, 2012).
Fir die drei Nicht-Strukturproteine kodieren ORFla und ORFIb
(KOCHERHANS et al., 2001) und ORF3 (WANG et al., 2013).

1.2.2. S-Protein

Das S-Protein hat eine Masse von 150-220 kDa (DUARTE & LAUDE, 1994). Es
wird auf der Virusoberfliche als keulenformige, 18-23 nm lange Projektoren
exprimiert (PENSAERT & DE BOUCK, 1978). Das S-Protein setzt sich aus 1383
Aminoséduren (aa) zusammen (DUARTE & LAUDE, 1994) und es werden zwei
funktionelle Dominen unterschieden: Die S1-Doméne (1-789 aa) spielt eine Rolle
bei der Interaktion des Virus mit den Rezeptoren der Zielzellen (BOSCH et al.,
2003). Die S2-Domidne (790-1383 aa) ist fiir die Membranfusion von
Viruspartikel und Zielzelle verantwortlich (KONIG & THIEL, 2015). Die S1-
Domine ist bei den verschiedenen PEDV-Stammen sehr variabel, wihrend die
S2-Doméne dagegen eher konserviert ist (SUN et al., 2014b). Das S-Protein
besitzt Epitope, die die Bildung von neutralisierenden Antikorpern induzieren

konnen (CHANG et al., 2002).

1.2.3. N-Protein

Das N-Protein ist ein basisch phosphoriliertes Protein mit einer Masse von 58 kDa
(SONG & PARK, 2012). Es bindet am C-Terminus des M-Proteins und an die
virale RNA (KONIG & THIEL, 2015). Es bildet die strukturelle Basis des
helikalen Nukleokapsids (SPAAN et al., 1988) und kann fiir die friihe Diagnose
von PED verwendet werden (SONG & PARK, 2012). Die Epitope des N-Proteins

spielen vor allem bei der Induktion von zellvermittelter Immunitdt eine Rolle
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(SAIF, 1993). Nach natiirlichen Infektionen werden Serumantikdrper
nachgewiesen, die gegen das N-Protein gerichtet sind (KONIG & THIEL, 2015).

1.3. Tenazitit

PEDV kann durch saure oder alkalische Desinfektionsmittel inaktiviert werden
(POSPISCHIL et al., 2002). Bei 4°C und pH 5-9 bleibt das Virus stabil; bei
hoheren Temperaturen (37°C) verringert sich der Toleranzbereich auf pH 6,5-7,5
(HOFMANN & WYLER, 1989). Geeignete Desinfektionsmittel zur Inaktivierung
von PEDV sind z. B. Peroxidverbindungen (Vircon® S), Phenole (One-Stroke
Environ; Tek-Trol), 2 %iges Natriumhydroxid (Atznatron), quartiire
Ammoniumverbindungen mit Glutaraldehyden und 1 %ige Formaldehyde
(POSPISCHIL et al., 2002; DVG, 2016). Desinfektionsmittel sollten nur auf
zuvor gereinigte und abgetrocknete Flichen aufgebracht werden (SPINDLER,
2013). Dabei ist auf eine korrekte Dosierung und Einwirkzeit zu achten
(SPINDLER, 2013). Die Dosierungsempfehlungen gelten in der Regel bei einer
Raumtemperatur von 20°C, bei niedrigeren Temperaturen muss die Konzentration
entsprechend erhoht werden (SPINDLER, 2013). Die Inaktivierung von PEDV ist
von der Umgebungstemperatur abhingig: In einem Infektionsversuch konnten
THOMAS et al. (2015b) Schweine nicht mit PEDV-haltigem Kot infizieren, wenn
dieser fiir zehn Minuten bei 71°C bzw. sieben Tage bei 20°C gelagert wurde. Bei
einer zehnminiitigen Lagerung bei 63°C konnte das Virus dagegen nicht
inaktiviert werden (THOMAS et al., 2015b). Wird der Kot bei 20°C iiber 24
Stunden gelagert, ist eine Infektion moglich (THOMAS et al., 2015b). In der
Giille bleibt das Virus bei Raumtemperatur zwei bis vier Wochen infektids, bei
einer Temperatur von -20°C sogar lidnger als 28 Tage (MORRISON & GOEDE,
2014). In Trockenfutter behilt es seine Infektiositit bis zu zwei Wochen, in
feuchtem Futter sogar bis zu vier Wochen (MORRISON & GOEDE, 2014).
Schwankungen in der Luftfeuchtigkeit zwischen 30-70 % scheinen keine
Auswirkung auf die Infektiositdt des Virus zu haben (MORRISON & GOEDE,
2014).
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2. Epidemiologie

2.1. Europa bis 2014

PED wurde erstmals 1977 in England beschrieben (WOOD, 1977). Es sind alle
Altersgruppen betroffen, mit einer Saugferkelsterblichkeit von ca. 30 % (WOOD,
1977). Das klinische Erscheinungsbild dhnelt dem der TGE, TGEV kann aber
nicht nachgewiesen werden (WOOD, 1977). Im gleichen Jahr kommt es in
Belgien ebenfalls zu Ausbriichen und der Erreger wird als Coronavirus,
Stamm CV777, identifiziert (PENSAERT & DE BOUCK, 1978). In ersten
Infektionsversuchen konnen durch das Isolat CV777 klinische Symptome bei
Saugferkeln und Mastschweinen hervorgerufen werden (DE BOUCK &
PENSAERT, 1980). Die Erkrankung breitet sich {iber die angrenzenden Léander
wie Deutschland, Niederlande, Frankreich, Bulgarien, Ungarn und die Schweiz
aus, wobei die Mortalitét bei Saugferkeln 30 bis 80 % betrigt (HESS et al., 1980;
SONG & PARK, 2012). Bei einer Privalenzstudie in Belgien werden 1980 bei
32 % und 1984 bei 19 % der Schlachtschweine Antikorper gegen PEDV gefunden
(DE BOUCK et al., 1982). Wéhrend der 1980er und 1990er Jahre kommt es
vereinzelt zu Ausbriichen von PED in Europa (CARVAJAL et al., 1995a; NAGY
et al, 1996; PRITCHARD et al, 1999; RODAK et al., 2005). Die
Krankheitsdauer betridgt auf FEinzeltierebene zwei bis zehn Tage, auf
Bestandsebene konnen klinische Anzeichen iiber zwei bis acht Wochen
beobachtet werden (HESS et al, 1980). Von einem niederldndischen
Ferkelerzeuger wird berichtet, dass sich das Virus zehn Monate endemisch im
Bestand halten konnte (PIJPERS et al., 1993). In der italienischen Po-Ebene, einer
Region mit hoher Schweinedichte, kommt es zwischen 2005 und 2006 vermehrt
zu PED-Ausbriichen, bei denen alle Altersgruppen betroffen sind (MARTELLI et
al., 2008). Nach dieser Epidemie kommt es bis Ende 2007 noch vereinzelt zu
Neuausbriichen (SOZZI et al., 2010); zwischen 2007 und 2014 tritt PED nur noch
sehr sporadisch auf (SOZZI et al., 2014).

2.2, Asien

PED tritt erstmals 1982 in Japan auf (TAKAHASHI et al., 1983). Die Mortalitét
betragt iiber 20 % bei Saugferkeln, die jiinger als 20 Tage alt sind (TAKAHASHI
et al., 1983). In den 1980er und 1990er Jahren breitet sich PED {iber die
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schweineproduzierenden Lénder Asiens aus und fiihrt zu hohen wirtschaftlichen
Verlusten (SAIF et al., 2012; SONG & PARK, 2012; ZHAO et al., 2016). Vor
allem bei Saugferkeln kommt es zu massiven Verlusten (SONG & PARK, 2012).
SUEYOSHI et al. (1995) beschreiben eine typische Epidemie in Japan von 1993
bis 1994, bei der 14 000 Schweine an PED sterben; die Mortalitdt bei Saugferkeln
liegt hier zwischen 30 und 80 %. In Thailand betragen die Saugferkelverluste bis
zu 100 % (PURANAVEIJA et al., 2009). In einer koreanischen Studie von August
1997 bis Juli 1999 wurde in 50,4 % von 1258 Fillen von Saugferkeldurchfall PED
diagnostiziert (CHAE et al., 2000) und bei 48 Sauenbestinden eine
durchschnittliche Seroprdvalenz von 73,6 % ermittelt (OH et al.,, 2005). In
verschiedenen Regionen Chinas kommt es 2010-2012 zu schweren Ausbriichen,
bei denen die Mortalitéit bei Saugferkeln auch in geimpften Herden hoch ist (LI et
al., 2012; SUN et al., 2012). Neben den klassischen chinesischen Isolaten werden
bei diesen Ausbriichen neue, virulentere PEDV Varianten isoliert, gegen die die
verwendeten Impfstoffe keinen ausreichenden Schutz bieten (LI et al., 2012;

WANG etal., 2013).

2.3. Amerika

In den USA wird PED erstmals im Frithjahr 2013 auf vier voneinander
unabhingigen Bestinden nachgewiesen (STEVENSON et al., 2013). Durchfall
und Erbrechen wird in allen Altersgruppen beobachtet und die Mortalitédt bei den
Saugferkeln betridgt 90 bis 95 % (STEVENSON et al., 2013). Die Isolate der vier
Betriebe weisen untereinander eine hohe Sequenzhomologie auf (STEVENSON
et al., 2013). Drei Monate danach gibt es PED-Nachweise aus iiber elf
Bundesstaaten (CIMA, 2013). Bis Anfang Februar 2017 wurde jeweils
mindestens ein PED-Ausbruch in 39 Bundesstaaten bestdtigt (AASV, 2017).
Innerhalb eines Jahres hat PED zu einem Verlust von mehr als 10 % der
amerikanischen Schweinepopulation gefiihrt, was etwa sieben Millionen Ferkeln

entspricht (CIMA, 2014).

Die identifizierten PEDV-Stdmme der ersten Ausbriiche in den USA, sogenannte
US-Prototypen, weisen eine hohe Sequenzhomologie zu den chinesischen Isolaten
(China/2012/AH2012) von aus den Jahren 2011-2012 auf (HUANG et al., 2013;
STEVENSON et al., 2013; CHEN et al., 2014). Seit Januar 2014 werden in
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amerikanischen Schweinebestinden PED-Ausbriiche mit milderen klinischen
Anzeichen beschrieben, ohne dass vermehrt Todesfille bei den Saugferkeln
auftreten (WANG et al., 2014a). Die PED-Isolate (OH851) dieser Ausbriiche
weisen Deletionen und Insertionen am ORF S auf (VLASOVA et al., 2014). Im
phylogenetischen Vergleich &hneln sie verschiedenen chinesischen Isolaten
(HBQX-2010 und CH/ZMZDY/11), unterscheiden sich aber von den
hochvirulenten chinesischen Isolaten (China/2012/AH2012) und den US-
Prototypen (VLASOVA et al., 2014). Die Insertionen und Deletionen sind vor
allem im 5°‘-Ende der S1-Region zu finden, weshalb diese Isolate als S INDEL-
Stamme bezeichnet werden (VLASOVA et al., 2014; WANG et al., 2014a).
MARTHALER et al. (2014) unterscheiden auf der Basis von Vollgenom-

sequenzierungen einen dritten Stamm mit einer Deletion im S2 (S2aa-del).

Im Januar 2014 kommt es zu dem ersten PED-Ausbruch in Kanada auf einem
Bestand in Ontario (OJKIC et al., 2015). Die Morbiditdt und Mortalitdt bei den
Saugferkeln betrdgt 100 % und die isolierten Stdmme zeigen in Sequenzanalysen
eine Ubereinstimmung von 99 % mit PEDV-Stimmen aus den USA (OJKIC et
al., 2015). Als mogliche Eintragsquelle wird von PASICK et al. (2014)
kontaminiertes Futter angesehen, das spriihgetrocknetes Schweineplasma (spray
dried porcine plasma, SDPP) mit PEDV-RNA enthilt. Andere Studien zeigen
wiederum, dass die Spriihtrocknung ausreichend ist, um PEDV zu inaktivieren
und somit PEDV in SDPP nicht infektios ist (GERBER et al., 2014b;
OPRIESSNIG et al., 2014). PED breitet sich weiter iiber den amerikanischen
Kontinent aus: neben Mexico (TRUJILLO-ORTEGA et al.,, 2016) sind auch
siidamerikanische Staaten wie Peru, Kolumbien und Ecuador betroffen (EFSA,

2014).

24. Europa seit 2014

Seit 2014 tritt PED wieder in Europa auf: Der erste Bericht stammt von einem
nordwestdeutschen Mastbestand aus dem Frithjahr 2014 (HENNINGER &
SCHWARZ, 2014). Es folgen zwei siiddeutsche Mastbestinde (HANKE et al.,
2015) und im September 2014 sind das erste Mal auch Saugferkel betroffen
(STADLER et al., 2015). Die Mortalitdt bei den Saugferkeln betrigt auf einzelnen
Betrieben bis 70% und bei der Sektion zeigen sich die typischen
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pathomorphologischen und histologischen Lésionen wie eine diinne, transparente
Diinndarmwand mit gelblich, wéssrigem Darminhalt (STADLER et al., 2015).
Auch bei Sauen wird Durchfall und Inappetenz beobachtet (STADLER et al.,
2015). Die Isolate zeigen eine hohe Ubereinstimmung mit den amerikanischen
S INDEL-Staimmen (OH851) (HANKE et al., 2015; STADLER et al., 2015). Bei
weiteren Ausbriichen in anderen europdischen Landern wie Frankreich
(GRASLAND et al., 2015), Niederlande (VAN DER WOLF et al., 2015),
Portugal (MESQUITA et al.,, 2015), Osterreich (STEINRIGL et al., 2015),
Belgien (THEUNS et al., 2015) und Italien (ALBORALI et al., 2014; BERTASIO
et al., 2016) werden ebenfalls S INDEL-Stamme nachgewiesen. Bei Ausbriichen
in der Ukraine weisen die Isolate eine gro3e Homologie zu den US-Prototypen auf

(DASTJERDI et al., 2015).

3. Ausscheidung, Ubertragung und Verbreitung

PEDV wird mit allen Se- und Exkreten ausgeschieden (BJUSTROM-KRAFT et
al., 2016). Die fakal-orale Infektion stellt den Hauptiibertragungsweg von PEDV
dar (WILLIAMSON et al., 2013). Es wird in groBen Mengen iiber den Kot (KIM
et al., 2007) ausgeschieden, aber PEDV kann auch in Sauenmilch (LI et al., 2012;
SUN et al., 2012) und Ebersperma (SUN et al., 2014a) nachgewiesen werden.
Nach experimentellen Infektionen mit einem Prototyp-PEDV ist die PEDV-RNA
ein bis drei Tage spiter in Kotproben nachweisbar (MADSON et al., 2014;
THOMAS et al., 2015a; NIEDERWERDER et al., 2016). Nach zwei bis sieben
Tagen scheiden alle experimentell infizierten Tiere PEDV-RNA aus (MADSON
et al., 2014). Kotproben von an Durchfall erkrankten Schweinen beinhalten 102

bis 10° PEDV-Genomkopien pro Gramm (KIM et al., 2007).

Die Dauer der Ausscheidung von PEDV nach experimenteller Infektion wird in
der Literatur mit 9 bis 21 Tagen nach der Infektion (days post inoculation, dpi)
angegeben (CARVAJAL et al., 1995b; NIEDERWERDER et al., 2016); einzelne
Tiere scheiden bis zu 28 Tage aus (NIEDERWERDER et al., 2016). Aus China
wird von einer Ausscheidung iiber mindestens 56 Tage berichtet (SUN et al.,
2014a). Auf einzelnen Betrieben kann in Sammelkotproben 15 Wochen nach
einem S INDEL-PEDV-Ausbruch noch PEDV-RNA nachgewiesen werden
(STADLER et al., 2015). Auch STEINRIGL et al. (2015) berichten von
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Osterreichischen Ausbriichen, bei denen in Sammelkotproben PEDV-RNA bis zu
drei Monate nach dem Ausbruch nachweisbar war. Teilweise wird nach mehreren
Wochen erneut ein PED-bedingtes Durchfallgeschehen beobachtet (STADLER et
al., 2015; BERTASIO et al., 2016).

Innerhalb eines Bestandes wird PEDV iiber unbelebte und belebte Vektoren
ibertragen und breitet sich schnell aus (BOWMAN et al., 2015; MESQUITA et
al., 2015; STEINRIGL et al.,, 2015). Die Infektionsdosis fiir Saugferkel ist
geringer als fir Aufzuchtferkel (THOMAS et al., 2015a). Es kann gezeigt werden,
dass Absetzferkel nach Abklingen des Durchfalls weiter PEDV ausscheiden
konnen (MADSON et al, 2014). Uber unbelebte Vektoren wie
Transportfahrzeuge (LOWE et al., 2014) und Futter (CFIA, 2014; DEE et al.,
2014; BOWMAN et al., 2015), kann PEDV auch zwischen verschiedenen
Bestinden iibertragen werden. Die Infektiositit von spriihgetrocknetem
Schweineplasma wird kontrovers diskutiert (GERBER et al., 2014b;
OPRIESSNIG et al., 2014; PASICK et al., 2014). Eine Ubertragung iiber
Aerosole wird beschrieben (ALONSO et al., 2014). In einer anderen Studie kann
keine Ubertragung {iber die Luft im Stallabteil nachgewiesen werden
(BJUSTROM-KRAFT et al, 2016). Die Umwelt scheint nicht als
Erregerreservoir zu dienen (BJUSTROM-KRAFT et al., 2016).

4. Inkubationszeit

Die Inkubationszeit wird unterschiedlich angegeben: bei Feldausbriichen in
England 19761977 betrigt sie flinf bis acht Tage (WOOD, 1977). Bei den ersten
Ausbriichen in den USA 2013 wird sie mit ein bis sieben Tage angegeben
(STEVENSON et al., 2013). Bei experimentellen Infektionen mit CV777 betragt
die Inkubationszeit 22 bis 36 Stunden (PENSAERT & DE BOUCK, 1978; DE
BOUCK et al., 1981). In anderen Versuchen kann bei allen Tieren 24 Stunden
nach der Infektion PEDV im Kot nachgewiesen werden (MADSON et al., 2014).
Eine ldngere Inkubationszeit von drei bis sechs Tagen ist bei der Infektion von

Ferkeln mit einem chinesischen Isolat beschrieben (WANG et al., 2013).
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S. Pathogenese

Die Pathogenese von PED idhnelt sehr der von TGEV (DE BOUCK &
PENSAERT, 1980; DE BOUCK et al., 1981). Wie fiir Coronaviren typisch, ist
die Erkrankung durch eine kurze Inkubationszeit sowie einen seuchenhaften
Verlauf in allen Altersgruppen mit hoher Morbiditit und teilweise hoher
Mortalitit gekennzeichnet (HEINRITZI et al., 1990). Bei PED scheint die
Ausprigung der Klinik abhingig von Virusstamm, der Bestandsgrof3e
(MARTELLI et al., 2008), dem Infektionszeitpunkt (STEVENSON et al., 2013)
und der moglichen Beteiligung von Sekundérinfektionen (STADLER et al., 2015;
BERTASIO et al., 2016) zu sein. Die Morbiditit kann bis zu 100 % betragen (LI
et al., 2012; STEVENSON et al., 2013; STADLER et al., 2015). Die Schwere der
Klinik ist negativ korreliert mit dem Alter der Schweine (SHIBATA et al., 2000).
Neugeborene Saugferkel sind empfanglicher als Aufzuchtferkel (JUNG et al.,
2015) und zeigen ein ausgepragteres klinisches Erscheinungsbild (THOMAS et
al., 2015a). Der Durchfall ist pastds, breiig bis wéssrig und ohne Blut- oder
Schleimbeimengungen (STEVENSON et al., 2013; WANG et al, 2013;
STADLER et al.,, 2015). Erbrechen kann ebenfalls bei allen Altersgruppen
beobachtet werden (EFSA, 2014) und tritt bereits zwei bis drei Tage nach einer
experimentellen Infektion als erstes Anzeichen auf (MADSON et al., 2014;
NIEDERWERDER et al., 2016). Die Tiere zeigen unterschiedlich ausgeprégte
Lethargie, Apathie und Anorexie (HENNINGER & SCHWARZ, 2014). Aufgrund
der reduzierten Futteraufnahme kommt es bei Sauen zu einer verringerten

Milchproduktion bis zur Agalaktie (SUEYOSHI et al., 1995).

Die Ausprigung des klinischen Erscheinungsbildes ist abhéngig vom auslosenden
PEDV-Isolat (WANG et al., 2014a). In experimentellen Infektionen mit
neugeborenen Saugferkeln zeigt sich eine niedrigere Pathogenitdt von S INDEL-
Stimmen, bezogen auf die ldangere Inkubationszeit, den kiirzer andauernden
Durchfall und einer geringeren, weniger ausgebreiteten Zottenatrophie (LIN et al.,
2015b; YAMAMOTO et al., 2015). In den USA werden bei Ausbriichen durch
S INDEL-PEDV-Stamme nur milde klinische Anzeichen beobachtet (WANG et
al., 2014a), im Gegensatz zu Europa, wo es bei einzelnen Bestinden zu schweren
Krankheitsverldufen mit S INDEL-PEDV kommt (MESQUITA et al., 2015;
STADLER et al.,, 2015). Die Mortalitit variiert je nach Altersgruppe der

betroffenen Tiere: vor allem bei neugeborenen Saugferkeln betrdgt die Mortalitdt
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aufgrund der Dehydratation zwischen 70 und 100 % (MARTELLI et al., 2008;
STEVENSON et al., 2013; STADLER et al., 2015). Bei alteren Tiere ist die
Mortalitdt niedriger: bei Absetzferkeln wird sie mit 1-3 % angegeben
(POSPISCHIL et al., 2002; MARTELLI et al., 2008; STEVENSON et al., 2013).
Bei Mastschweinen betrdgt die Mortalitit 0-4 % (MARTELLI et al., 2008;
HENNINGER & SCHWARZ, 2014). In experimentellen Infektionen ist der
Durchfall nach sieben bis elf Tagen selbstlimitierend (BJUSTROM-KRAFT et al.,
2016; NIEDERWERDER et al., 2016). HENNINGER und SCHWARZ (2014)
beschreiben ein Abklingen des klinischen Erscheinungsbildes nach acht Tagen

und die Tiergruppe ist nach 14 Tagen wieder unauffallig.

6. Pathologie

Als Alphacoronavirus hat PEDV eine hohe Affinitdt zu den Epithelzellen des
Gastrointestinaltrakts (KONIG & THIEL, 2015). Primir befillt das Virus
Enterozyten des Diinndarms, vorwiegend im Jejunum und Ileum (DE BOUCK et
al., 1981; HUANG et al., 2013), es kann aber auch in Dickdarmepithelzellen
nachgewiesen werden (STEVENSON et al., 2013; JUNG et al., 2014; STADLER
et al., 2015). Diinndarmepithelzellen von Schweinen weisen einen hohen Anteil
an Aminopeptidase N (APN), ein glykoyliertes Transmembranprotein, auf, {iber
das PEDV an die Epithelzellen bindet und diese infiziert (LI et al., 2007).
Wihrend der Inkubationszeit konnen 30-50 % der Epithelzellen mit PEDV
infiziert sein und das Virus kann bereits ausgeschieden werden, obwohl die Tiere
noch asymptomatisch sind (DE BOUCK et al., 1981). Bereits 12 bis 18 Stunden
nach experimenteller Infektion sind erste Darmepithelzellen infiziert
(PENSAERT, 1989). Wihrend der ersten 24 bis 60 Stunden nach der Infektion
kann ein mittelgradiger bis hochgradiger Anteil an PEDV-positiven Enterozyten
im ganzen Darm nachgewiesen werden (DE BOUCK et al., 1981). In einem
spateren Stadium (> 72 Stunden) sind noch einzelne infizierte Enterozyten
nachweisbar, was auf eine Reinfektion nachgebildeter Enterozyten hinweist (DE

BOUCK et al., 1981).

Infizierte Darmepithelzellen werden zerstort und es kann zusétzlich kann zur
Abschilferung der Zellen ins Darmlumen kommen (DE BOUCK et al., 1981).

Neben einer Malabsorption durch die Zottenatrophie kommt es aulerdem zu einer
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Maldigestion durch die gestdrte Funktion der infizierten Enterozyten (DE
BOUCK et al., 1981; JUNG et al., 2006). Die Aktivitit membrangebundener
Enzyme wie der Alkalischen Phosphatase, Laktase und Maltase, die als
Indikatoren flir Schidden an der Diinndarmschleimhaut herangezogen werden, ist
bei PEDV-Infektionen reduziert (JUNG et al.,, 2006). Bei akuten PEDV-
Infektionen kommt es, wie bei TGE, zur Hyperkalidmie und Azidose,
Hypernatridamie und Hyperchlordmie mit niedrigem Kalzium und niedrigem
Bikarbonatspiegel (JUNG & SAIF, 2015). Die verminderte Darmintegritat
(SCHWEER et al., 2016) und das Erbrechen verstirken die Dehydratation

zusatzlich.

6.1. Makroskopische Lisionen

Makroskopische Verdnderungen bei PED sind auf den Magen-Darm-Trakt
beschrankt (STADLER et al., 2015). Die Diinndarmwand ist diinn,
durchscheinend und der Darm ist mit gelblich-widssrigem Inhalt gefiillt (DE
BOUCK et al., 1981; SUEYOSHI et al., 1995; STEVENSON et al., 2013). Der
Magen ist aufgebldht und diinnwandig (SUEYOSHI et al., 1995) und mehr oder
weniger mit geronnener Milch gefiillt (JUNG et al., 2014). Mesenteriale Gefidl3e
konnen gestaut sein und die mesenterialen Lymphknoten sind teilweise 6dematds
(JUNG et al., 2014). Durch die drei bis fiinf Tage andauernde Inappetenz
kiimmern die Tiere vermehrt (JUNG et al., 2014).

6.2. Histologische Verinderungen

Wiéhrend der Inkubationszeit sind bereits Enterozyten infiziert, ohne dass
Verianderungen in der Zottenldnge sichtbar sind (DE BOUCK et al., 1981). Ein
bis drei Tage nach dem Einsetzen der Symptome zeigt sich eine deutliche
Verkiirzung der Zotten (JUNG et al., 2014) und eine Zottenfusion, wobei das
Zotten-Krypten-Verhéltnis 1:1 betragt (SUEYOSHI et al., 1995; STEVENSON et
al., 2013). Die Lamina propria ist mit Entziindungszellen infiltriert: CD4+ und
CD8+ T-Zellen, mononukleédre Zellen, eosinophile und neutrophile Granulozyten
konnen 30 bis 120 Stunden nach der Infektion in der Lamina propria des
Diinndarms nachgewiesen werden (DE BOUCK et al., 1981; COUSSEMENT et
al., 1982; SUEYOSHI et al., 1995). Eine akute, diffuse, schwere atrophische



14 II. Literaturiibersicht

Enteritis und geringgradige Vakuolation der Oberflichenepithelzellen sowie ein
subepitheliales Odem tritt vor allem im Jejunum und Ileum auf, wird aber auch im
Caecum und Colon beobachtet (DE BOUCK et al., 1981; COUSSEMENT et al.,
1982; SUEYOSHI et al., 1995; JUNG et al., 2014).

7. Immunreaktion

Wenn die Infektion nicht durch andere Faktoren verkompliziert wird, erholen sich
die Tiere nach sieben bis zehn Tagen (POSPISCHIL et al., 2002; MADSON et al.,
2014). Unter experimentellen Bedingungen sind zu diesem Zeitpunkt
virusneutralisierende Antikdrper vorhanden (MADSON et al, 2014) und
Serumantikorper sind mittels ELISA nachweisbar (ARRIBA et al., 2002).

7.1. Antikorper

Nach experimenteller Infektion mit dem US-Prototyp-PEDV  werden
neutralisierende Antikérper im Virusneutralisationstest ab 7 bis 14 Tagen nach
Infektion nachgewiesen (THOMAS et al.,, 2015a). Thre Konzentration erreicht
nach 21 Tagen ihre maximale Hohe (THOMAS et al., 2015a). Bei Sauen sind
neutralisierende  Antikorper fiir mindestens sechs Monate nachweisbar
(OUYANG et al., 2015). Der Nachweis von Immunglobulinen G (IgG) gelingt
neun Tage nach experimenteller Infektion mit PEDV und die Menge an IgG ist 21
Tage nach der Infektion am grofiten (OKDA et al., 2015). Bei darmpathogenen
Erregern korreliert eine Immunitdt nicht immer mit dem Auftreten von
Serumantikorpern, da vor allem die Schleimhautimmunitit eine wichtige Rolle

beim Schutz vor enteralen Erkrankungen spielt (SAIF et al., 2012).

7.2. Laktogene Immunitit

Neugeborene Saugferkel konnen durch maternale Antikorper, die sie iiber das
Kolostrum und die Sauenmilch aufnehmen, vor verschiedenen Pathogenen
geschiitzt werden (BANDRICK et al., 2014). Es kann gezeigt werden, dass nach
einer vorherigen Exposition der Sauen mit PEDV der Schweregrad der

Erkrankung bei den Saugferkeln geringer ist (GOEDE et al., 2015). Hohe
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Antikorperspiegel im Kolostrum und in der Milch der Sauen konnen durch
Kontakt mit Feldviren oder durch eine Impfung erreicht werden (KWEON et al.,
1999; SONG et al., 2007; GERBER et al., 2014a). Die Saugferkel sind bei PED
durch die aufgenommenen Immunglobuline fiir 4 bis 13 Tage geschiitzt, wobei
die Dauer der Immunitit von der Hohe der Antikdrperkonzentration der
Muttertiere abhédngig ist (DEARRIBA et al., 1995). Untersuchungen zur
laktogenen Immunitidt bei TGE zeigen, dass eine passive Immunitit an die
Saugferkel iibertragen wird und die Ferkel durch Immunglobuline A (IgA) im
Kolostrum bzw. in der Milch geschiitzt sind, solange sie sdugen (SAIF et al.,
1972). Bei Rotavirusinfektionen scheint die Morbiditdt und Mortalitdt bei
Saugferkeln im Allgemeinen geringer zu sein, wenn die Ferkel passiv iiber das
Kolostrum und die Muttermilch immunisiert werden (BOHL, 1978). Dabei
scheinen IgA einen groferen virusneutralisierenden Effekt zu haben als IgG, da
sie resistenter gegen Proteolyse im Magen-Darm-Trakt sind (OFFIT & CLARK,
1985). Im Serum der Sauen sowie im Kolostrum findet man vor allem IgG,
wohingegen in der Sauenmilch hauptsidchlich IgA zu finden sind (CURTIS &
BOURNE, 1971). Alle Antikérper im Kolostrum stammen aus dem Serum, sodass
die Menge an Serumantikorpern ein guter Indikator fiir die Menge an
Kolostrumantikorper darstellt (BOURNE & CURTIS, 1973). Anhand der
Messung von Serumantikorpern der Sauen kann so die Herdenimmunitét

tiberpriift werden (CLEMENT et al., 2016).

7.3. Kreuzprotektivitit

Die Infektion mit S INDEL-PEDV fiihrt zu einem partiellen Schutz gegen
Prototyp-Stamme (LIN et al., 2015a). GOEDE et al. (2015) konnen zeigen, dass
Sauen, die eine S INDEL-Infektion durchgemacht haben, ihre Ferkel zwar nicht
gegen eine Infektion mit Prototyp-Stdmmen schiitzen kdnnen, aber die klinischen
Anzeichen und die Mortalitit verringert sind. In China kommt es bei Saugferkeln
von geimpften (CV777-Totimpfstoff) Muttertieren zu PED-Ausbriichen, jedoch
mit weniger ausgepriagtem klinischen Erscheinungsbild und geringerer Mortalitét

als bei Ferkeln von ungeimpften Muttersauen (LI et al., 2012; SUN et al., 2012).
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8. Therapie und Prophylaxe

Es steht derzeit keine spezifische Therapie gegen PEDV zur Verfiigung (EFSA,
2014). Der Bestand muss daher durch eine gute externe und interne Biosicherheit
vor dem Eintrag von PEDV geschiitzt werden (PURANAVEJA et al., 2009;
WANG et al.,, 2014b). Bei infizierten Bestinden ist die Unterbrechung von
Infektionsketten entscheidend, um die Ausbreitung innerhalb des Bestandes zu
verhindern (MADEC & WADDILOVE, 2002; FARZAN et al., 2006;
WILLIAMSON et al.,, 2013). Insbesondere im Abferkelbereich sind diese
MaBnahmen von grofer Bedeutung, da die Infektionsdosis bei Saugferkeln

niedriger ist als bei Aufzuchtferkeln (THOMAS et al., 2015a).

8.1. Therapie

Fiir die Therapie von PED gelten entsprechende Empfehlungen wie fiir TGE: die
Umgebungstemperatur sollte angehoben werden und es muss eine ausreichende
Wasserversorgung der Tiere gewihrleistet sein (WENDT et al., 2013). Orale
Rehydratationslosungen konnen den Grad der Exsikkose und der metabolischen
Azidose mindern (DROLET et al., 1985). Je nach Ausmal3 der Epithelzerstorung
kann die Resorption von Glukose aus dem Darm stark reduziert oder kaum mehr
moglich sein, wodurch Glukose in den Dickdarm gelangt und zu einer
osmotischen Diarrhoe fiihrt (SCHARRER, 1986). Aufgrund der gestorten
Resorption kann eine parenterale Gabe von Elektrolyten und Glukose sinnvoll

sein (WENDT et al., 2013).

8.2. Prophylaxe

In einer Studie aus den USA kann gezeigt werden, dass die Morbiditdt und
Mortalitdt bei Saugferkeln von Sauen mit vorherigem Kontakt zu PEDV geringer
ist, als bei Ferkeln von naiven Sauen (GOEDE et al., 2015). Durch den Kontakt zu
Kot von infizierten Ferkeln (Kontaktsuppe, feedback exposure) kann die
laktogene Immunitét der tragenden Sauen stimuliert werden (SAIF et al., 2012;
CLEMENT et al., 2016). Eine Impfung der Sauen sechs und drei Wochen vor der
Geburt stimuliert ebenfalls die laktogene Immunitit und kann die

Saugferkelmortalitit reduzieren (BAEK et al., 2016). Bislang sind auf dem
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europdischen Markt, im Gegensatz zu dem asiatischen und US-amerikanischen

Markt, keine Impfstoffe gegen PEDV zugelassen (PEL 2017).

9. Diagnostik

Anhand des klinischen Erscheinungsbildes kann eine Verdachtsdiagnose gestellt
werden, die durch geeignete Laboruntersuchungen abzukliren ist (BEER &
HAAS, 2015). Andere differentialdiagnostisch in Frage kommende
Durchfallerreger flir die entsprechenden Altersgruppen miissen durch geeignete

Untersuchungen abgeklédrt werden (WENDT et al., 2013).

9.1. Direkter Nachweis

Durch den direkten Erregernachweis von PEDV oder dessen Bestandteile, wie der
RNA oder einzelner Proteine, kann der klinische Verdacht von PED in der akuten
Phase der Infektion bestdtigt werden (BEER & HAAS, 2015). PEDV wird mit
allen Se- und Exkreten ausgeschieden: In Kotproben (PENSAERT & DE
BOUCK, 1978), Darmgewebe (DE BOUCK et al., 1981), Speichel (BJUSTROM-
KRAFT et al., 2016), Milch (SUN et al., 2012) und Sperma (SUN et al., 2014a)

kann das Virus nachgewiesen werden.

Im Transmissionselektronenmikroskop stellen sich PED-Viren, wie fiir
Coronaviren typisch, als behiillte, pleomorphe Viren mit keulenférmigen
Projektionen dar (PENSAERT & DE BOUCK, 1978). Eine Abgrenzung von
PEDV gegeniiber TGEV und anderen Coronaviren ist nicht méglich (OKANIWA
et al.,, 1968). Die kulturelle Anzucht von PEDV aus Darminhalt ist in der
Zellkultur mit Vero-Zellen unter Zusatz von Trypsin moglich, jedoch schwierig
und weist nur eine geringe diagnostische Sensitivitit auf (HOFMANN &
WYLER, 1989; CHEN et al.,, 2014). In fixierten Darmgewebeschnitten kann
PEDV mittels Immunfluoreszenztest (IF) (DE BOUCK et al, 1981),
Immunhistochemie (IHC) (GUSCETTI et al., 1998) und In-situ-Hybridisierung
(ISH) (KIM & CHAE, 2000) nachgewiesen werden. Des Weiteren sind
Sandwich-Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) zum Nachweis von
PEDV aus Kotproben beschrieben (CALLEBAUT et al., 1982; CARVAJAL et
al., 1995b).
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PCR

Bei der Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) wird im
Untersuchungsmaterial enthaltene DNA in vitro vervielfaltigt (MULLIS &
FALOONA, 1987). Fiir den Nachweis von RNA-Viren muss die virale RNA
durch eine Reverse Transkriptase in einem ersten Schritt in Copy-DNA (cDNA)
umgeschrieben werden (Reverse-Transkriptase-PCR, RT-PCR) (BEER & HAAS,
2015). AnschlieBend werden die Amplifikate mittels Agarose-Gelelektrophorese
dargestellt (BEER & HAAS, 2015). Bei der Real-Time-RT-PCR ist es bereits
wiahrend der laufenden Untersuchung moglich, die entstandenen Amplifikate
mittels Fluoreszenzmessung nachzuweisen (MACKAY et al., 2002). Dabei gibt
der Ct-Wert (threshold cycle, Ct) den Zyklus an, bei dem der Amplifikationsgraph
der Probe den berechneten Fluoreszenzschwellenwert kreuzt (BEER & HAAS,
2015).

Fiir den Nachweis von PEDV ist die PCR die Methode der Wahl (KIM et al.,
2007; WANG et al., 2014b; ZHAO et al., 2016). Der Virusnachweis ist aus
verschiedenen Probenmaterialien moglich und kann fiir unterschiedliche
Fragestellungen eingesetzt werden: Sowohl native Kotproben und Rektaltupfer
(KIM et al., 2007), Darmgewebeproben (CHEN et al., 2014; JUNG & SAIF,
2015) sowie Speichelproben (BJUSTROM-KRAFT et al., 2016) eignen sich als
Untersuchungsmaterial von Tieren mit akuten klinischen Anzeichen. Zur
Uberpriifung méglicher FEintragsquellen kann die PCR aus Futterproben
durchgefiihrt werden (DEE et al., 2014; GERBER et al., 2014b; PASICK et al.,
2014; BOWMAN et al, 2015). Im Gegensatz zu anderen beschriebenen
Methoden zum direkten Nachweis von PEDV, ist die PCR eine Methode, die auch
bei hohem Probendurchsatz schnelle, sensitive und spezifische Ergebnisse liefert
(DIEL et al., 2016). Die Ergebnisse liegen bei einem Real-Time-RT-PCR-Ansatz
innerhalb von ca. drei Stunden vor (KIM et al., 2007). KIM und CHAE (2002)
konnen zeigen, dass die PCR verglichen mit IF und ISH eine sehr sensitive
Methode ist. KIM et al. (2007) geben ein Detektionslimit ihrer Real-Time-RT-
PCR von 7 x 10' Genomkopien an. Die Spezifitit der PCR ist von den
verwendeten Primern abhdngig (BEER & HAAS, 2015). Mit Primern fiir das
stark konservierte Gen der RNA-abhingigen-RNA-Polymerase konnen z. B.
Coronaviren verschiedener Genera detektiert werden (LELLI et al.,, 2013).

Werden Primer fiir Genomabschnitte mit einer hoheren Variabilitit verwendet, ist
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es moglich, zwischen verschiedenen Stammen zu differenzieren (OKA et al.,
2014; WANG et al., 2014a). In der S1-Domine des ORF S von PEDV befinden
sich die charakteristischen Mutationen bei S INDEL-Stimmen (VLASOVA et al.,
2014). Daher ist es moglich mit Primern, die spezifisch fiir diesen Bereich sind,
zwischen Prototyp-Stimmen und S INDEL-Stimmen zu unterscheiden (WANG
et al., 2014b). AuBer der S1-Domine scheinen die ORFs der anderen
Strukturproteine (S2, M, N, E) sehr konservierte Bereiche des PEDV Genoms zu
sein (JARVIS et al., 2016). So lassen sich mit Primern fiir diese Genomabschnitte
verschiedene PEDV-Stimme detektieren (ISHIKAWA et al., 1997; KWEON et
al., 1997; KIM et al., 2007). Bei der Interpretation der Ergebnisse muss beachtet
werden, dass virale RNA detektiert wird, aber keine Aussage tliber die Infektiositét
der Virus gemacht werden kann, da auch Genomfragmente zu einer positiven

PCR-Reaktion fiihren (CRAWFORD et al., 2015; DIEL et al., 2016).

9.2. Indirekter Nachweis

Der indirekte Nachweis von PEDV beruht auf dem Nachweis von PEDV-
spezifischen Antikorpern (HAAS & BEER, 2015). Mit serologischen Tests
konnen Antikorper in Serum (GERBER et al., 2016b; STRANDBYGAARD et
al., 2016), Kolostrum (GERBER et al., 2014a), Milch (DEARRIBA et al., 1995;
CLEMENT et al., 2016), Kot (GERBER & OPRIESSNIG, 2015) und Speichel
(BJUSTROM-KRAFT et al., 2016) nachgewiesen werden. Sie werden eingesetzt,
um eine Antikorperbildung nach Infektion, eine frithere Exposition oder die
Effektivitdt von Impfungen zu iiberpriifen (GERBER et al., 2014a; MADSON et
al., 2014; OKDA et al., 2015; BJUSTROM-KRAFT et al., 2016). Zum Nachweis
von PEDV-spezifischen Antikorpern werden vor allem indirekte ELISAs
(HOFMANN & WYLER, 1990; HOU et al., 2007; GERBER et al., 2014a; FAN
et al.,, 2015; GERBER & OPRIESSNIG, 2015; OKDA et al., 2015) und
kompetitive ELISAs (CARVAJAL et al., 1995b; OKDA et al., 2015) verwendet.
Andere Methoden zum Nachweis von Antikérpern gegen PEDV sind der indirekte
Fluoreszenzantikorpertest (indirect fluorescent antibody assay, IFA) (MADSON
et al., 2014; THOMAS et al., 2015a), der Virusneutralisationstest (VN) (OKDA et
al., 2015), die FFN (fluorescent focus neutralisation) (OKDA et al., 2015;
THOMAS et al., 2015a) sowie der FMIA (fluorescent microsphere immunoassay)
(OKDA et al., 2015).
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Indirekter ELISA

ELISAs zum Nachweis von Antikdrpern werden in der Routinediagnostik
eingesetzt, da durch die Automatisierung gro3e Probenmengen untersucht werden
konnen (HAAS & BEER, 2015). Die zu untersuchende Probe wird auf eine
Mikrotiterplatte aufgebracht, auf der das Virus oder ein virales Protein (Antigen)
fixiert sind. Sind passende Antikorper im Untersuchungsmaterial vorhanden,
binden diese an die Antigene auf der Platte. Es entsteht ein Antigen-Antikorper-
Komplex (HAAS & BEER, 2015). Nach einem Waschschritt wird ein
Sekundirantikorper, der gegen die Immunglobuline aus der Probe gerichtet ist,
hinzugegeben (HAAS & BEER, 2015). An diese Antikorper ist ein Enzym
gebunden (HAAS & BEER, 2015). Nach einem weiteren Waschschritt wird ein
Substrat hinzugegeben, das durch das Enzym umgesetzt wird, wodurch es zum
Farbumschlag kommt (HAAS & BEER, 2015). Die Intensitit des Farbumschlags
ist abhéngig von der Menge des umgesetzten Substrats und somit von der

Antikdrpermenge in der Probe (HAAS & BEER, 2015).

HOFMANN und WYLER (1990) verwenden das komplette PED-Virus aus
Zellkulturen als Antigen fiir den ersten ELISA zum Nachweis von Antikdrpern
gegen PEDV. Einzelne Proteine von PEDV, die von Bakterien exprimiert werden,
konnen ebenfalls als Antigen fiir ELISAs dienen; so sind ELISAs basierend auf
einem rekombinanten N-Protein von PEDV beschrieben (HOU et al., 2007;
OKDA et al., 2015), wihrend andere ein rekombinantes S-Protein (LI et al., 2015)
bzw. die SI-Untereinheit verwenden (GERBER et al., 2014a; GERBER &
OPRIESSNIG, 2015).
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Anzeige des Tierversuchsvorhabens

Das Tierversuchsvorhaben wurde nach §8 Abs.7 Satzl Nr.2 des
Tierschutzgesetzes beim zustidndigen Regierungspriasidium Stuttgart angezeigt

und wird dort mit dem Zeichen 35-9185.82/0342 gefiihrt.

2. Ziel der Untersuchung

In dieser Feldstudie wurden Schweine auf zwei Mastbetrieben und auf einem
Ferkelerzeugerbetrieb mit angeschlossener Teilmast in Siiddeutschland von
Februar bis Juni 2016 untersucht. Auf diesen Betrieben war PED bislang nicht
aufgetreten. Es wurden jeweils 35 Mastschweine bzw. Saugferkel nach einer
natiirlichen PED-Infektion eingeschlossen und iiber 63 bzw. 105 Tage beprobt.
An sechs bzw. acht Beprobungszeitpunkten wurden individuelle Kotproben
mittels Real-Time-RT-PCR auf PEDV-RNA untersucht. Das Vorhandensein von
PEDV-spezifischen IgG in den Serumproben wurde mittels zweier ELISAs
iiberpriift.

Die Daten dieser Feldstudie zur Detektion von PEDV-RNA in Kotproben und
zum Verlauf der Serumantikorper nach einer Infektion sollen neue Einblicke in
die Infektionsdynamik eines akuten S INDEL-PED-Ausbruches verschaffen. Die
Ergebnisse aus unterschiedlichen Altersgruppen tragen dazu bei, die zur
Verfligung stehenden diagnostischen Tests in unterschiedlichen Situationen
interpretieren zu konnen. Feldstudien liefern hierzu wichtige Daten, da die
Schweine diversen Faktoren ausgesetzt sind, die in experimentellen Versuchen

nur schwer nachgestellt werden konnen.

3. Versuchsaufbau

3.1. Studienbetriebe
Unmittelbar nach dem Auftreten von Durchfall auf Betrieben, bei denen PED

bislang noch nie diagnostiziert wurde, wurden Sammelkotproben der betroffenen
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Tiergruppen mittels Real-Time-RT-PCR auf PEDV-RNA untersucht. Nach
Bestétigung des klinischen PED-Verdachts wurden die Betriebe in die Studie
eingeschlossen. Die Studie fand von Februar bis Juni 2016 auf drei siiddeutschen
Betrieben statt. Betriebsdaten zu den drei Studienbetrieben sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Keiner der Betriebe impfte gegen PED, da momentan kein
Impfstoff gegen PEDV in Deutschland zugelassen ist. Zwischen den drei
Betrieben dieser Studie gab es keine Verbindung und es konnte kein
Zusammenhang zwischen den Ausbriichen ermittelt werden. Die Betriebe teilten
kein Personal und die Mastbetriebe bezogen Ferkel aus unterschiedlicher
Herkunft. Die Entfernung zwischen Betrieb 1 und Betrieb 3 betrug 6 km, wéihrend

Betrieb 2 ca. 60 km von den anderen Betrieben entfernt war.

Tabelle 1: Betriebsdaten der drei Studienbetriebe

Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3
Produktionsart | Mastbetrieb | Mastbetrieb Fer'kelerzeuger mit angeschlossener
Teilmast
Grofle 780 Platze |2500 Platze | 170 Sauen

konventionelle
Abferkelabteile | Abferkelbuchten
mit Kastenstand

Aufstallung Vollspalten | Vollspalten Ferkelaufzucht Plastikvollspalten-
boden
Maststall Teilspaltenboden

mit Auslauf
Abferkelabteile | Rein-Raus

Ferkelaufzucht |Rein-Raus

Management |Rein-Raus |Rein-Raus

kontinuierliche

Maststall Belegung

Bei Betrieb 1 handelte es sich um einen konventionellen Mastbetrieb mit 780
Mastpldtzen, die mit Schweinen aus einer Herkunft (BW-Hybrid x Piétrain)
abteilweise im Rein-Raus-Verfahren belegt wurden. Die Schweine wurden in
Buchten zu je 17 Tieren auf Betonvollspalten gehalten und erhielten eine threm
Alter entsprechende Futterration iiber Breiautomaten im Tier-Fressplatzverhéltnis
4:1. Wasser stand den Tieren jederzeit ad [libitum iber Nippeltrainken zur

Verfligung.
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Bei Betrieb 2 handelte es sich um einen konventionellen Mastbetrieb mit 2500
Mastplédtzen. Die Abteile wurden im Rein-Raus-Verfahren mit Schweinen aus
einer Herkunft (Topigs) belegt. Die Schweine waren in Gruppen zu 15 Tieren pro
Bucht auf Vollspaltenboden aus Beton aufgestallt und erhielten eine ausgewogene
Futterration liber einen Léngstrog mit einem 1:1 Tier-Fressplatz Verhéltnis und

Wasser ad libitum iiber Nippeltranken.

Bei Betrieb 3 handelte es sich um einen Ferkelerzeuger mit angeschlossener
Teilmast, der mit 170 Sauen im Drei-Wochen-Rhythmus produziert (Schwibisch
Héllische x Piétrain). Im Abferkelstall waren die Sauen und ihre Ferkel in
konventionellen Abferkelbuchten mit Kastenstinden untergebracht. Den Ferkeln
stand ein Ferkelnest mit FuBbodenheizung und Rotlichtlampe zur Verfiigung.
Nach einer vierwochigen Sdugezeit wurden die Ferkel in der Ferkelaufzucht auf
Plastikvollspaltenboden gehalten. Die Abteile wurden im Rein-Raus-Verfahren
belegt. Im Maststall wurden die Schweine in Buchten mit Teilspaltenboden und
eingestreuter Festfliche gehalten, wobei jede Bucht iiber einen Auflenbereich mit
Riissel-zu-Riisselkontakt zu den Nachbarbuchten verfiigt. Der Maststall wurde

kontinuierlich buchtenweise belegt.

Auf den beiden Mastbetrieben (Betrieb 1 und 2) wurden die Studientiere fiir die
Dauer der Studie nicht umgestallt und es wurden keine anderen Tiere in die
Abteile dazugestallt. Es wurde streng auf Hygiene geachtet; so wurden separate
Stiefel beim Betreten des Abteils getragen und beim Betriebsdurchgang wurden
die betroffenen Abteile als letztes betreten. Wihrend des Studienzeitraumes waren
bei Betrieb 1 alle Abteile von Durchfall betroffen, wohingegen auf Betrieb 2 nur
die Schweine in sechs der sieben Abteile von Durchfall betroffen waren. Die
Stallabteile wurden jeweils nach Ausstallung der Tiere mit einem
Desinfektionsmittel mit Wirkungsspektrum gegen behiillte Viren (DVG, 2016)
desinfiziert. Die anschliefend in diese Abteile eingestallten Tiere zeigten keinen

Durchfall, bei dem PEDV nachgewiesen werden konnte.

Bei Betrieb 3 waren der Abferkelbereich, der Wartestall und die Ferkelaufzucht
gleichzeitig von Durchfall betroffen. Im 300 Meter entfernten Maststall kam es
zum PED-Ausbruch, als 14 Tage nach dem Ausbruch rekonvaleszente Ferkeln aus
der Ferkelaufzucht eingestallt wurden. Die Infektion breitete sich dort dann von
Bucht zu Bucht aus. Die Studientiere wurden an den ersten drei Beprobungen im

Abferkelstall beprobt. Die nichsten drei Beprobungen erfolgten in der
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Ferkelaufzucht und bei den letzten beiden Beprobungen befanden sich die Tiere

im Maststall.

3.2 Beprobungszeitpunkte

Der Abstand zwischen dem Auftreten der ersten klinischen Anzeichen in der
Tiergruppe und dem ersten Beprobungstag ist in Tabelle 2 dargestellt. Der Tag
der ersten Probenentnahme wird nachfolgend fiir alle Betriebe Tag 0 genannt.
Anschliefend erfolgte die Beprobung in ein- bis dreiwdchigem Intervall. Alle
Studientiere wurden an Tag 7, 14, 28, 42 und 63 beprobt; auf Betrieb 3 wurde
zusitzlich an Tag 84 und 105 beprobt (Abbildung 1). Zu allen Zeitpunkten
wurden von den Studientieren individuelle Kotproben (Mastschweine) bzw.

Kottupfer (Saugferkel) und Blutproben gewonnen.

YT ] | | >
0

7 14 28 42 63 84 105

Abbildung 1: Beprobungszeitpunkte Tag 0 bis Tag 105

3.3. Studientiere

In die Studie wurden an TagO( insgesamt 105 Tiere auf drei Betrieben
eingeschlossen. Pro Betrieb wurden 35 Tiere aus einer Altersgruppe (Tabelle 2)
mit Durchfall ausgewédhlt und in den Versuch eingeschlossen. Die Mastschweine
auf Betrieb 1 und 2 hatten ein durchschnittliches Korpergewicht von 35 kg. Auf
Betrieb 3 wurden Saugferkel im Alter von einer Woche aus einem Abferkelabteil
in die Studie eingeschlossen. Die Ferkel stammten aus insgesamt fiinf Wiirfen; es
befanden sich darunter keine Ferkel von Jungsauen. Am Tag des Einschlusses
(Tag 0) wurden von den Muttersauen dieser Wiirfe ebenfalls Kotproben und
Blutproben gewonnen. Es wurden ausschlieflich Tiere mit Durchfall
eingeschlossen. Die Studientiere erhielten auf ihrer Bestandsohrmarke eine

Kennzeichnung zur individuellen Identifikation.
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Tabelle 2: Alter der eingeschlossenen und Anzahl der ausgewerteten
Studientiere, sowie die Tage zwischen dem ersten Auftreten von Durchfall in
der Tiergruppe und der ersten Beprobung

Tage von erstem
. Durchfall bis zur
e L. ausgewertete Tiere
Studientiere i) ersten
Beprobung
(Tag 0)
. Mastschweine
Betrieb 1 (ca. 35 kg) 34 4
. Mastschweine
Betrieb 2 (ca. 35 ke) 35 3
Saugferkel, eine 34 (Tag 0-Tag 42) 2
Woche alt, aus 5
Betrieb 3 | Wiirfen 31 (Tag 63-Tag 105)
Sauen 5 (Tag 0)

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht iiber die eingeschlossenen und ausgewerteten Tiere.
Auf Betrieb 1 konnten 34 der 35 Tiere ausgewertet werden. Ein Tier war
zwischen Tag 14 und 28 verendet, ohne dass ein Zusammenhang zwischen dem
Verenden und der PEDV-Infektion vermutet werden konnte. Von Betrieb 2
konnten alle 35 Tiere ausgewertet werden. Auf Betrieb 3 gingen 34 der 35
Studientiere bis einschlieBlich Tag 42 in die Auswertung ein, ab Tag 63 wurden
31 Tiere ausgewertet. Ein Tier war zwischen Tag 0 und Tag 7 erdriickt worden,
ein Tier verendete im Ferkelaufzuchtstall nach Tag 42 und zwei Tiere wurden
zwischen Tag42 und Tag 63 verkauft. Generell war die Mortalitit auf den
einzelnen Betrieben wéhrend und nach des PED-Ausbruches nicht erhoht im

Vergleich zu vorher.

34. Kotproben

Es wurden individuelle Kotproben von jedem Studientier entnommen. Bei den
Saugferkeln wurde ein Trockentupfer (Abstrichbesteck, Fa. Heinz Herenz,
Hamburg, Deutschland) rektal entnommen. Bei Mastschweinen wurde eine frisch
abgesetzte Kotprobe bzw. Kot aus dem Rektum entnommen und in einem
Kotgefdl mit Schraubverschluss aufbewahrt. Um Kreuzkontaminationen zu
vermeiden, wurden nach jedem Studientier die Einmalhandschuhe gewechselt.

Die Probengefdfle und Trockentupfer wurden mit einem wasserfesten Stift mit der
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Tiernummer und dem Probentag beschriftet und bis zur weiteren Diagnostik
bei -20°C asserviert. Vor der Durchfiihrung der molekularbiologischen Diagnostik
wurden ca. 0,5 ml der aufgetauten Kotprobe mit 0,5-1,5 ml phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS), je nach Konsistenz, suspendiert. Kottupfer wurden in 1,5 ml
PBS fiir 30 Minuten inkubiert. Die Suspensionen wurden anschlieBend mittels
Vortexmischer homogenisiert und 2 Minuten bei 6000 g zentrifugiert, um den
fakalen Debris zu sedimentieren. Es wurden mindestens 500 pl des partikelfreien
Uberstandes in ein Eppendorf-GefdB iiberfiihrt und bis zur Analyse am
darauffolgenden Tag bei +4°C aufbewahrt.

3.5. Blutproben

Zur Blutentnahme wurde bei Saugferkel die Vena cava cranialis punktiert. Dazu
wurden die Ferkel durch eine Hilfsperson in Riickenlage fixiert. Bei
Absetzferkeln, Mastschweinen und Sauen erfolgte die Blutentnahme am
stehenden Tier aus der Vena jugularis externa. Die Tiere wurden mit Hilfe einer
Oberkieferschlinge kurzzeitig fixiert. Fiir die Blutentnahme wurden Primavetten
(Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland) und sterile Einmalkaniilen (Sterican®, Braun
Medical AG, Emmenbriicke, Schweiz) in den Gréfen 0,8 x 40 mm (Saugferkel),
1,10 x 50 mm (Absetzferkel, Mastschweine), 1,2 x 75 mm (Endmastschweine)
bzw. 1,2 x 100 mm (Supra®, Ehrhardt-S6hne GmbH, Geislingen, Deutschland) fiir
Sauen verwendet. Die Primavetten wurden individuell mit einem wasserfesten
Stift mit der Kennzeichnungsnummer des Studientieres und dem Beprobungstag
beschriftet. Im Labor der Klinik fiir Schweine wurden die Blutproben 10 Minuten
bei 2000 g in einer Zentrifuge (Rotanta 460R Zentrifuge, Andreas Hettich® GmbH
& Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) zentrifugiert und das Serum in zwei
Eppendorf-GefiBBe (Eppendorf® Safe-Lock Tubes 2,0 ml, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) aufgeteilt, individuell mit einem wasserfesten Stift

beschriftet und bis zur weiteren Untersuchung bei -20°C asserviert.
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4. Labordiagnostik

4.1. PCR

Die Kotproben und Rektaltupfer wurden molekularbiologisch am Institut fiir
Infektionsmedizin und Zoonosen der Tierdrztlichen Fakultit der Ludwig-
Maximilians-Universitdit Miinchen mittels Real-Time-RT-PCR auf PEDV
untersucht. Die Extraktion der viralen RNA erfolgte aus 100 ul des gewonnenen
Uberstandes der Proben (siehe 3.4) unter Verwendung eines Microlab® STARLet
Pipettierautomaten (Hamilton Robotics GmbH, Martinsried, Deutschland) mit
einem kommerziellen RNA Extraktions-Kit (NucleoSpin® Virus Core Kit,

Macherey-Nagel GmbH Co. KG, Diiren, Deutschland) nach Herstellerangaben.

Eine TagMan-PCR nach KIM et al. (2007) wurde zur Detektion von PEDV-RNA
durchgefiihrt. Die urspriingliche PCR wurde leicht modifiziert, indem ein zweiter
Forward-Primer (F2) beigefiigt wurde. Die Primer- und Sondensequenzen,
basierend auf den Nukleotidsequenzen des ORFs des N-Gens, sind in Tabelle 3
dargestellt.

Tabelle 3: Verwendete Primer fiir modifizierte PCR nach Kim et al. (2007)

Name Sequenz Konzentration
Primer F1 | 5°-CGC AAA GAC TGA ACC CAC TAA TTT-3¢ 500 nM
Primer F2 | 5°-CGC AAA GAC TGA ACC CAC TAA CCT-3¢ 500 nM
Primer R |5°-TTG CCT CTG TTG TTA CTT GGA GAT-3* 800 nM

5’- FAM TGT TGC CAT TGC CAC GAC TCC
Sonde TGC-BHQI1-3¢ 300 nM

Fiir die Real-Time-RT-PCR wurde ein kommerzielles PCR-Kit (QuantiTect Probe
RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden, Germany) verwendet. Die einzelnen Komponenten

wurden entsprechend folgendem Protokoll (Tabelle 4) eingesetzt:
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Tabelle 4: Reaktionsansatz fiir PEDV-PCR

Komponenten Menge
Eluat S5ul
PCR Mastermix 12,5 ul
RNA-freies Wasser 5,5ul
Primer-Sonden-Mix (siehe Tabelle 4) 2 ul
Reverse Transkriptase 0,25 pul

Die Amplifizierung und Fluoreszenzmessung erfolgte in einem Stargene
MX3005P  (Agilent Technologies, @ Waldbronn, Deutschland) gemal
nachfolgendem Temperaturprofil (Tabelle 5):

Tabelle 5: Temperaturprofil fiir die PEDV-PCR

Schritt Dauer Temperatur

Reverse Transkription 30 min 50 °C
Schritt 1 (1x)

Polymeraseaktivierung 15 min 94 °C

Denaturierung 15s 94°C
Schritt 2 (42x)

Annealing/Extension und Messung 60 s 60°C

Nach Reverser Transkription und Polymeraseaktivierung folgten 42 Zyklen mit
Denaturierung und Annealing/Extension und Messung. Ct-Werte unter 30 wurden
als positiv bewertet, zwischen 30 und 40 als schwach positiv und iiber 40 als
negativ. Jedem Durchlauf wurden eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle
(Reaktionsansatz ohne Probenzugabe) beigefiigt. Die Auswertung erfolgte mittels

der Software Stratagene Mx-Pro.

4.2. Sequenzierung des ORF S
Zur Charakterisierung und zum Vergleich der PEDV-Stimme wurde der

komplette ORF S einer zufilligen Probe von jedem Betrieb amplifiziert und
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sequenziert. Es wurden hierfiir Primer nach HUANG et al. (2013) und
STEINRIGL et al. (2015) verwendet. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden

bei Eurofins Genomic (Ebersberg, Deutschland) sequenziert.

Zum Vergleich der Sequenzen wurden die DNA STAR Lasergene (DNA STAR,
Inc., Madison, USA) und die MEGAG6 (Center for Evolutionary Medicine and
Informatics, The Biodesign Institute, Tempe, USA) Software verwendet. Es
wurde ein phylogenetischer Stammbaum (Neighbour Joining Methode, p-
distance-Modell mit 1000 bootstraps) mit den drei Isolaten dieser Studie sowie 23

PEDV Referenzstimmen erstellt.

4.3. ELISA

Die Serumproben wurden auf PEDV-spezifische IgG im Labor der IVD GmbH
(Seelze, Deutschland) untersucht. Dazu wurden zwei kommerziell erhéltliche
ELISA-Kits verwendet, die entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt
wurden. Bei beiden ELISAs handelte es sich um indirekte ELISAs, die auf einem
rekombinanten N-Protein von PEDV basieren. Sie sind in der Lage, PEDV-
spezifische IgG in Serumproben zu detektieren. Bei indirekten ELISAs binden die
im Untersuchungsmaterial enthaltenen Antikorper an auf der Mikrotiterplatte
fixierten Antigenen und werden ihrerseits von enzymmarkierten Konjugaten
gebunden. Nichtgebundenes Material wird in Waschschritten entfernt. Nach
Zugabe einer Enzymsubstrat-Chromogenlosung kommt es durch Umsetzung des
Substrates zum Farbumschlag der Losung. Die Intensitit der Farbe ist

proportional zur Menge der im Untersuchungsmaterial enthaltenen Antikorper.

43.1. ELISA1

Bei dem Swinecheck® PED indirect ELISA (Biovet Inc., St-Hyacinthe, Kanada),
nachfolgend ELISA 1 genannt, handelt es sich um ein kommerziell verfligbares
ELISA-Kit zum Nachweis von PEDV-spezifischen IgG aus Serum von
Schweinen. Die Durchfiihrung des Tests und die Auswertung erfolgten gemal3 der
Anleitung des Herstellers. Fiir die Auswertung wird die optische Dichte (optical
density, OD) der Proben sowie der Positiv- und Negativkontrollen des

Reaktionsansatzes bei 450 nm gemessen. Zur Bewertung der Testergebnisse



30 III. Material und Methoden

werden die Mittelwerte der gemessenen OD der Negativkontrolle (M OD,) und
der Positivkontrolle (M OD,) ermittelt. Nach Herstellerangaben ergibt sich das
S/P Ratio aus dem Verhiéltnis des gemessenen OD-Wertes der Probe (ODs), um
den Mittelwert der OD der Negativkontrolle bereinigt, zum Mittelwert der OD der
Positivkontrolle, ebenfalls um den Mittelwert der OD der Negativkontrolle
bereinigt:

0Ds — M 0D,
M 0D, — M 0D,

S/P Ratio =

Gemil Gebrauchsanleitung des Herstellers gilt eine S/P Ratio von 0,4 als Cut-off-
Wert. Somit werden Proben mit einer S/P Ratio > 0,4 als positiv bewertet; Proben

mit einer S/P Ratio < 0,4 als negativ.

43.2. ELISA2

Bei dem ID Screen® PEDV indirect ELISA (ID Vet Genetics, Grabels,
Frankreich), nachfolgend ELISA 2 genannt, handelt es sich um ein kommerziell
erhéltliches ELISA Kit zum Nachweis von PEDV-spezifischen IgG Antikdrpern
im Serum von Schweinen. Die Durchfithrung des Tests und die Auswertung
erfolgten geméf der Anleitung des Herstellers. Die Optische Dichte der Proben
(ODsampte) sowie der Positiv- (ODpositive controley Und Negativkontrolle (ODnegative
controle) Wurde bei 450 nm gemessen. Fiir jede Probe wurde die S/P% mit folgender

Formel, wie vom Hersteller angegeben, berechnet:

ODsam le — ODne ative controle
£ g x 100

S/P%:

ODpositive controle — ODnegative controle

Gemill der Gebrauchsanleitung des Herstellers wurde ein Cut-off von 60
verwendet. Proben mit S/P% > 60 werden als positiv bewertet. Proben mit einer

S/P% < 60 werden als negativ bewertet.

5. Statistik

Die deskriptive Datenauswertung der Ergebnisse der PCR und der ELISAs sowie
die Diagrammerstellung wurden mit Hilfe von Microsoft Office Excel 2010, der

Statistiksoftware IBM SPSS Statistics 23.0 (IBM® SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
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sowie MedCalc Software v16.8.4 (Ostend, Belgien) durchgefiihrt. Fiir die
Ergebnisse der PCR und der ELISAs wurden die Anzahl der positiven Proben
insgesamt, fiir die jeweiligen Betriebe und die verschiedenen Wiirfe bestimmt.
Von den S/P Ratios bzw. S/P% vom ELISA 1 und ELISA 2 wurden der Median,
dessen Standardabweichung und die Maximalwerte der Studientiere der
verschiedenen Betriebe bestimmt. Das einzelne Studientier stellte eine statistische

Einheit dar.

Cohens Kappa (k) wurde berechnet, um die Ubereinstimmung der beiden ELISAs
zu bestimmen, die iiber die Zufillige Ubereinstimmung hinausgeht. Die
Nullhypothese besagt, dass die beobachtete Ubereinstimmung der zufilligen
Ubereinstimmung entspricht. Die Einteilung der Kappa-Werte erfolgte nach
SACHS (2004) folgendermaflen eingeteilt:

<0,10:  keine Ubereinstimmung
0,10-0,40: schwache Ubereinstimmung
0,41-0,60: deutliche Ubereinstimmung
0,61-0,80: starke Ubereinstimmung

0,81-1,00: (fast) vollstindige Ubereinstimmung
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IV. ERGEBNISSE

In der vorliegenden Studie wurden insgesamt 105 Schweine aus drei Betrieben
eingeschlossen. Von allen Studientieren wurden an Tag 0, 7, 14, 28, 42 und 63
individuelle Kotproben und Blutproben entnommen. Die Studientiere aus dem
Betrieb 3 wurden zusétzlich an Tag 84 und 105 beprobt. Insgesamt wurden 103
Tiere ausgewertet. Es konnten 34 der 35 Mastschweine aus dem Betrieb 1 und alle
35 Mastschweine aus Betrieb2 ausgewertet werden. Von den 35
eingeschlossenen Saugferkeln aus dem Betrieb3 konnten 34 Tiere bis
einschlieBlich Tag 42 ausgewertet werden. AnschlieBend konnten 31 dieser Tiere

bis Tag 105 weiterverfolgt werden.

1. Klinische Beobachtung

An Tag 0 betrug die Morbiditit sowohl bei Mastschweinen (Betrieb 1 und 2) als
auch bei Saugferkeln (Betrieb 3) nahezu 100 % in der untersuchten Altersgruppe.
Alle Studientiere zeigten gering- bis hochgradigen Durchfall von pastdser bis
wassriger Konsistenz ohne Blut- oder Schleimbeimengungen. Bei den
Mastschweinen (Betrieb 1 und 2) trat vereinzelt Erbrechen auf und die
Futteraufnahme war reduziert. Auf Betrieb 3 konnte im Abferkelstall in jeder
Abferkelbucht Erbrechen bei einzelnen Saugferkeln und den Sauen beobachtet
werden. Zusdtzlich war die Futteraufnahme bei den laktierenden Sauen stark
reduziert. Da einige Sauen an Postpartalem Dysgalaktie-Syndrom (PPDS)
erkrankt waren, wurde den Saugferkeln mehrmals téglich Elektrolytldsung und

Milchaustauscher angeboten. Todesfille traten nicht vermehrt auf.

2. Sequenzierung des ORF S

Die Sequenzen des ORF S der Isolate aus den drei Betrieben sind bei der NCBI
Gen Bank hinterlegt und werden unter den Registriernummern KY305287,
KY305288 und KY305289 gefiihrt. Die Sequenzhomologie der Isolate betrug
99,8-99,9 % auf Nukleotidbasis und die Sequenzen der ORF S enthielten die bei
VLASOVA et al. (2014) beschriebenen S INDEL-PEDV-typischen Insertionen
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(ORF S nn 460-465) und Deletionen (ORF S nn 166/167, 174/175 und 416/417).
In Abbildung 2 sind die Verwandtschaftsgrade dieser Isolate zu 23 publizierten
PEDV-Stimmen dargestellt. Der urspriingliche europdische PEDV-Stamm
(CV777) zeigte nur 95,0-95,2 % Ubereinstimmung mit Isolaten dieser Studie und
die Sequenzen der retrospektiv in England isolierten PEDV-Stimme
(STEINBACH et al., 2016) stimmten zu 91,8 % iiberein. Die ORF S Sequenzen
der vorliegenden Studie weisen im Vergleich zu S INDEL-Stdammen aus den USA
(OKA et al.,, 2014; VLASOVA et al., 2014; WANG et al., 2014a), Belgien
(THEUNS et al., 2015), Osterreich (STEINRIGL et al., 2015), Slowenien
(TOPLAK et al.,, 2016), den Niederlanden (nicht verdffentlicht, GenBank
accession number KROI1121, KRO11122, Buter 2015) und Frankreich
(GRASLAND et al, 2015) eine Ubereinstimmung auf Nukleotidbasis von
98,4-98,7 %. Im Vergleich zu den bei HANKE et al. (2015) beschriebenen
Isolaten aus Deutschland von 2014 (LM645057, LM645058) zeigten die aktuellen
Isolate 98,3-98,7 % Ubereinstimmung, vor allem durch Unterschiede in der
Sequenz des 5°-Ende des ORF S. Von PEDV-Stammen aus den USA (KF272920,
KF468753, KM392225, KF468754, KF804028, KM392224) (HOANG et al.,
2013; HUANG et al., 2013; MARTHALER et al., 2013; OKA et al., 2014), China
(KM242131) (SONG et al, 2014) und dem bislang einzigen europidischen
Prototyp-Isolat aus der Ukraine (KP403954) (DASTJERDI et al., 2015), lassen
sich die Isolate dieser Studie und die anderen verglichenen S INDEL-Staimme

abgrenzen.
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3. PCR

Die Kotproben der Mastschweine (Betrieb 1 und 2) sowie die Kottupfer der
Saugferkel (Betrieb 3) wurden auf das Vorhandensein von PEDV-RNA mittels
PEDV Real-Time-RT-PCR untersucht. Am ersten Beprobungstag (Tag 0) konnte
in 96,1 % (99/103) der ausgewerteten Kotproben aus allen drei Betrieben PEDV-
RNA nachgewiesen werden. An Tag 7 waren 22,3 % (23/103) der Kotproben
positiv und an Tag 14 wurde in 11,7 % (12/103) der Kotproben PEDV
nachgewiesen. AnschlieBend konnte bis zum Ende der Studie in keiner der
Kotproben PEDV-RNA nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der PEDV-Real-
Time-RT-PCR sind in Abbildung 3 aufgeteilt nach Betrieben und
Beprobungstagen dargestellt. Kotproben, die einen Ct-Wert <30 aufwiesen
wurden als positiv bewertet. Lag der Ct-Wert zwischen 30 und 40 wurde das
Ergebnis als schwach positiv bewertet. Bei Ct-Werten > 40 galt die Probe als

negativ.

Bei Betrieb 1 waren an Tag0 in 100 % (34/34) der Kotproben PEDV-RNA
nachweisbar und wiesen einen Ct-Wert <30 auf. An Tag 7 konnte in 11,8 %
(4/34) der Kotproben PEDV-RNA nachgewiesen werden, wobei zwei von vier
Proben einen Ct-Wert < 30 und zwei von vier Proben einen Ct-Wert zwischen 30
und 40 aufwiesen. An Tag 14 wurde insgesamt in 5,9 % (2/34) der Kotproben
PEDV-RNA nachgewiesen, eine Probe wies einen Ct-Wert <30 auf und eine

zwischen 30 und 40.

Auf Betrieb 2 konnte in 91,4 % (32/35) der Kotproben von Tag 0 PEDV-RNA
nachgewiesen werden, wobei 30 von 32 positiven Proben einen Ct-Wert < 30 und
zwei Proben einen Ct-Wert zwischen 30 und 40 aufwiesen. An Tag 7 waren
14,3 % (5/35) der Proben positiv, wovon drei einen Ct-Wert < 30 aufwiesen und
zwei schwach positiv waren mit Ct-Werten zwischen 30 und 40. Bei den
Kotproben von Tag 14 gelang der Nachweis von PEDV-RNA in 22,9 % (8/35)

der Proben, wobei alle Proben Ct-Werte < 30 aufwiesen.

Bei Betrieb 3 waren an Tag 0 in 97,1 % (33/34) der Kottupfer der Saugferkel und
in vier von fiinf Kotproben der beprobten Sauen PEDV-RNA enthalten. Von den
positiv auf PEDV-RNA getesteten Kottupfern wiesen 27 einen Ct-Wert < 30 auf
und sechs waren schwach positiv mit Ct-Werten zwischen 30 und 40. Bei den

Kotproben der Sauen waren, von insgesamt fiinf Proben, zwei positiv (Ct < 30)
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und zwei schwach positiv (Ct 30-40). An Tag 7 waren in 41,2 % (14/34) der
Kottupfer der Ferkel PEDV-RNA nachweisbar, wovon acht schwach positiv mit
Ct-Werten zwischen 30 und 40 waren und sechs einen Ct-Wert < 30 aufwiesen. In
5,9 % (2/34) der Kottupfer der Ferkel konnte an Tag 14 PEDV-RNA gefunden
werden, wobei eine Probe einen Ct-Wert <30 und die andere einen Ct-Wert

zwischen 30 und 40 aufwies.
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25 [schwach positiv
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Abbildung 3: Ergebnisse der PEDV Real-Time-RT-PCR aus Kotproben aller
Studientiere aufgeteilt nach den drei Studienbetriecben wund den
Beprobungstagen

Beim Nachweis von PEDV-RNA in den Kotproben bzw. Kottupfern der
individuellen Studientiere lieflen sich sechs verschiedene Muster erkennen, die in
Tabelle 6 aufgeteilt nach Betrieben dargestellt sind. Insgesamt zeigten 67,0 %
(69/103) der Studientiere das Muster 1, bei dem am ersten Beprobungstag (Tag 0)
PEDV-spezifische RNA in den Kotproben nachgewiesen werden konnte und an

Tag 7 und 14 kein Nachweis erfolgte. Bei den Mastschweinen (Betrieb 1 und 2)
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zeigten 82,4 % (28/34) bzw. 60,0 % (21/35) der Studientiere dieses Muster und es
konnte ebenfalls bei 58,8 % (20/34) der Saugferkel (Betrieb 3) beobachtet
werden. In den Proben von sieben Mastschweinen (Betrieb 1: 4/34 (11,8 %);
Betrieb 2:  3/35 (8,6 %)) und elf Saugferkeln (32,4%) war an zwei
Beprobungstagen in Folge (Tag 0 und 14) PEDV Genom nachweisbar (Muster 2).
Bei zwei Saugferkeln (5,9 %) konnte in den Proben von Tag 0, 7 und 14 PEDV-
RNA detektiert werden (Muster3). Die Proben von insgesamt zehn
Mastschweinen waren intermittierend positiv an Tag 0 und 14 (Muster 4). Bei drei
Tieren konnte PEDV-RNA erstmals in den Proben von Tag 7 nachgewiesen
werden (Muster 5). Aus den Kotproben eines Studientieres erfolgte zu keinem

Zeitpunkt ein PEDV-Genomnachweis (Muster 6).
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PEDV-RNA in Kotproben der

ises von
Studientiere aufgeteilt nach Betriebe (Anzahl und Prozente)
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Tabelle 6
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4. ELISA

Von allen Studientieren wurden an den einzelnen Beprobungstagen Blutproben
entnommen. Das Serum wurde mittels zweier kommerziell erhiltlicher ELISAs
auf das Vorhandensein von PEDV-spezifischen IgG untersucht. Die Ergebnisse
aller Beprobungstage aufgeteilt nach den Betrieben sind in Abbildung 4 fiir
ELISA 1 und in Abbildung 5 fiir ELISA 2 als Boxplot dargestellt. Die Linge der
Box entspricht dem Interquartilsabstand (IQR), das heift die mittleren 50 % der
Daten liegen in diesem Bereich. Der Median wird als horizontaler Balken in der
Box dargestellt. Die Antennen (Whiskers) schlieBen weitere Werte bis zu einem
Maximum des 1,5-fachen IQR ein. Ihre exakte Lénge ergibt sich durch den
maximalen bzw. minimalen Wert der noch innerhalb dieser Grenze liegt. Alle
Werte, die auBerhalb der Antennen liegen, sind Ausreifler (o). Sind einzelne

Werte mehr als 3 x IQR entfernt, werden sie als extreme Ausreifler eingestuft (*).

4.1. ELISA 1

Die Ergebnisse der Untersuchung der Serumproben auf PEDV-spezifische
Antikorper mittels ELISA 1 sind in Abbildung 4 aufgeteilt nach Betrieben
dargestellt. Der vom Hersteller angegebene Cut-off bei einer S/P Ratio von 0,4
wurde verwendet. Somit wurde eine S/P Ratio > 0,4 als Nachweis von PEDV-
spezifischen Antikorpern angesehen. Serumproben, die eine S/P Ratio < 0,4
aufwiesen, wurden als negativ fiir PEDV-spezifische Antikorper bewertet. Die
S/P Ratios der Proben erreichten Maximalwerte von 2,57 (Betrieb 1, Tag 7) und
2,61 (Betrieb 2, Tag 28) bei den Mastschweinen. Bei den Saugferkeln konnte ein

Maximalwert von 2,21 (Tag 28) nachgewiesen werden.

Am ersten Beprobungstag (Tag 0) konnten bei 29 der 34 (85,3 %) Mastschweine
aus dem Betrieb 1 keine Antikdrper nachgewiesen werden. Am Tag 7 waren alle
Tiere serokonvertiert. Der Median der S/P Ratios der Proben erreichte sein
Maximum an Tag7 mit 1,91 (£0,46). Am Ende des Beprobungszeitraums
(Tag 63) fiel der Median unter den Cut-off (0,38 + 0,28). Dabei konnten bei 14
von 34 Tieren (41,2 %) noch PEDV-Antikorper nachgewiesen werden.

Auf Betrieb 2 konnte bei 31 von 35 (88,6 %) Mastschweinen keine PEDV-

spezifischen Antikérper in den Serumproben von Tag 0 nachgewiesen werden.
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Alle Studientiere zeigten an Tag 7 Serokonversion. Der Median der S/P Ratios
blieb konstant mit 1,51 (£ 0,53) an Tag 7 und 1,48 (+ 0,48) an Tag 14; er erreichte
sein Maximum an Tag 28 mit 1,52 (+ 0,57) und war an Tag 63 iiber dem Cut-off
(0,41 £ 0,40). Es konnten am Ende des Beprobungszeitraums (Tag 63) bei 19 der
35 Tiere (54,3 %) noch PEDV-spezifische Antikorper nachgewiesen werden.

Bei Betrieb 3 waren PEDV-spezifische Antikorper weder bei den Sauen noch bei
den Ferkeln an Tag 0 nachweisbar. An Tag 7 waren 20,6 % (7/34) der Saugferkel
serokonvertiert und an Tag 14 betrug die Serokonversionrate 52,9 % (18/34). Der
Median der S/P Ratios iiberschritt den Cut-Off an keinem der Beprobungstage,
auBler an Tag 14 mit 0,46 (£ 0,60). Ein Saugferkel serokonvertierte erst an Tag 42.
An Tag 63 waren bei 4 der 31 (12,9 %) Ferkel noch Antikérper nachweisbar. Bei
drei dieser Ferkel waren Antikorper auch an Tag 84 nachweisbar, eines davon
blieb bis Tag 105 positiv. Bei zwei Ferkeln, die am Tag 63 bzw. 84 negativ
waren, konnten an Tag 84 bzw. 105 erneut PEDV-spezifische Antikorper

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4: Antikorper gemessen mit ELISA 1 (Swinecheck® PED indirect,
Biovet Inc., St-Hyacinthe, Kanada) als S/P Ratio, Cut-off = 0,4; aufgeteilt
nach Betrieben
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4.2. ELISA 2

Die Ergebnisse des ELISA 2 sind nach Betrieben und Untersuchungstagen
aufgeteilt in Abbildung 5 dargestellt. Der vom Hersteller angegebene Cut-off von
S/P% =60 wurde verwendet. Proben mit S/P% > 60 waren positiv, wihrend
Proben, bei denen S/P% < 60 war, als negativ bewertet wurden. Die S/P% bei
Mastschweinen erreichte Maximalwerte von 138 (Betrieb 1, Tag 7) und 143
(Betrieb 2, Tag 7). Der Maximalwert der S/P% bei Saugferkeln betrug 131
(Tag 105).

Bei Betrieb 1 konnten bei 30 der 34 Tiere (88,2%) keine Antikdrper an Tag 0
nachgewiesen werden. Der Median der S/P% erreichte seinen Maximalwert (117
+ 16) an Tag 7. Zu diesem Zeitpunkt waren alle Tiere serokonvertiert. An Tag 42
fiel der Median unter den Cut-off (56 = 23). Am Ende der Studie (Tag 63) waren
noch bei 7 von 34 Tieren (20,6 %) Antikorper nachweisbar.

Auf Betrieb 2 konnte bei 31 von 35 (88,6 %) Mastschweinen keine PEDV-
spezifischen Antikorper in den Serumproben von Tag 0 nachgewiesen werden. An
Tag 7 wiesen alle Serumproben PEDV-spezifische Antikorper auf. Das Maximum
der S/P% wurde an Tag 7 (111 £ 15) erreicht. Im Gegensatz zu ELISA 1 fiel der
Median der S/P% von ELISA 2 an Tag 63 unter den Cut-off (53 +25). An Tag 63

konnten bei 16 von 35 Tieren (45,7 %) Antikorper nachgewiesen werden.

Bei Betrieb 3 waren alle Serumproben von den 34 Saugferkel und 5 Sauen an
Tag 0 negativ im ELISA 2. Nachdem an Tag 7 bei 2 von 34 (5,9 %) Ferkeln
Antikorper nachweisbar waren, stieg die Serokonversionsrate auf 12 von 34
(35,3 %) Ferkeln an Tag 7 an und erreichte thr Maximum an Tag 14 mit 13 von
34 (38,2 %) Ferkeln. Zwei Ferkel serokonvertierten erst an Tag 84, zwei weitere
erst an Tag 105. Der Median der S/P% blieb die gesamte Zeit unter dem Cut-off

von 60 und erreichte sein Maximum an Tag 14 (46 = 29).
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Abbildung 5: Antikérper gemessen mit ELISA 2 (ID Screen® PEDYV indirect,
ID Vet Genetics, Grabels, Frankreich) als S/P%, Cut-off = 60; aufgeteilt nach

Betrieben
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4.3. Serokonversion

Am Tag 7 konnte bei allen Mastschweinen (Betrieb 1 und 2) PEDV-spezifische
Antikdrper mit beiden ELISAs nachgewiesen werden. Bei 12 von 34 (35,3 %)
Saugferkeln (Betrieb 3) konnte zu keinem Zeitpunkt mit keinem der beiden
ELISAs Antikérper nachgewiesen werden. Insgesamt waren 21 von 34 Tieren
(61,8 %) mindestens einmal positiv im ELISA 1 und 17 von 34 Tieren (50,0 %)
im ELISA 2.

Tabelle 7 zeigt die Anzahl und den prozentualen Anteil an Tieren von Betrieb 3,
bei denen mittels ELISA 1 bzw. ELISA 2 Antikdrper nachweisbar waren. Alle
Beprobungszeitpunkte sind berticksichtigt.

Tabelle 7: Nachweis von PEDV-spezifischen Antikérpern mit ELISA 1 bzw.
ELISA 2 bei den Studientieren von Betrieb 3, alle Beprobungszeitpunkte
beriicksichtigt

ELISA 1 ELISA 2 Anzahl Prozent
+ + 16/34 47,1%
+ - 5/34 14,7%
- + 1/34 2,9%
- - 12/34 35,3%

Betrachtet man die unterschiedlichen Wiirfe (Tabelle 8), waren in jedem der finf
Wiirfe einerseits Tiere zu finden, die serokonvertierten, und andere, bei denen zu
keinem Zeitpunkt der Untersuchung Antikorper gegen PEDV nachgewiesen
wurden. In Wurf3 konnten mit ELISA 1 bei allen Ferkeln Antikorper
nachgewiesen werden, mittels ELISA 2 konnte eine Serokonversion bei 6 von 7

Ferkeln gezeigt werden.
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Tabelle 8: Anzahl der Saugferkel aus Betrieb 3, bei denen an mindestens
einem der Beprobungszeitpunkte Antikorper mittels ELISA 1 bzw. ELISA 2
nachweisbar waren, aufgeteilt nach den fiinf Wiirfen

Wurf ELISA 1 ELISA 2
1 3/6 3/6
2 5/6 4/6
3 7/7 6/7
4 3/9 3/9
5 3/3 1/6

In Abbildung 6 sind die Antikorperverldufe der einzelnen Ferkel von Betrieb 3
mit ELISA 1 und Abbildung 7 mit ELISA 2 dargestellt. Jedes Studientier wird

durch eine farbige Linie reprisentiert.
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Abbildung 6: Antikérper gemessen mit ELISA 1 (Swinecheck® PED indirect,
Biovet Inc., St-Hyacinthe, Kanada), Studientiere von Betrieb 3, Cut-off = 0,4;

aufgeteilt nach Wiirfen
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Abbildung 7: Antikorper gemessen mit ELISA 2 (ID Screen® PEDV indirect,
Grabels Frankreich), Studientiere von Betrieb 3,
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4.4. Ubereinstimmung der ELISAs

Mit ELISA 1 wurden 367 (54,2 %) von insgesamt 677 Proben als positiv
bewertet, dagegen detektierte ELISA 2 307 Proben (45,3 %) als positiv. Die
Anzahl positiver Proben pro Beprobungstag und Betrieb sind in Tabelle 9
dargestellt.

Tabelle 9: Anzahl der Serumproben, bei denen an den jeweiligen
Beprobungstagen PEDV-spezifische Antikorper mit ELISA 1 bzw. ELISA 2
nachgewiesen wurden, aufgeteilt nach Betrieben

Beprobungstag

Betrieb | ELISA
0 7 14 28 42 63 84 105

| 1 5/34 | 34/34 |34/34|32/34|26/34 | 14/34
2 4/34 | 34/34 |33/34|29/34 | 14/34 | 7/34

5 1 4/35 | 35/35 |34/35|35/35|31/35|19/35
2 4/35 | 35/35 |34/35|31/35|24/35|16/35

3 1 0/34 7/34 |18/34|17/34|11/34| 4/31 | 4/31 | 3/31
2

0/34 2/34 |12/34|13/34| 7/34 | 3/31 | 2/31 | 3/31

Die Ubereinstimmung der beiden ELISAs hinsichtlich des Nachweises von IgG
(k =0,771, SE = 0,024) ist nach Sachs (2004) als stark einzuordnen, wobei kein
Unterschied bei der separaten Betrachtung der Betriebe erkennbar war (Betrieb 1:
Kk =0,723, SE =0,049; Betrieb 2: k=0,719, SE =0,053; Betrieb 3: k¥ =0,673,
SE =0,056). Die Ubereinstimmung war an Tag 7 fast vollstindig (k= 0,882,
SE=0,051), an Tag0O (x=0,551, SE=0,151) und Tag42 (x=0,571,
SE =0,071) deutlich. Die p-Werte waren < 0,001. Bei der separaten Betrachtung
der Proben von Tag 84 (p = 0,106) und Tag 105 (p = 0,145) konnte kein Kappa-

Wert ermittelt werden.
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V. DISKUSSION

Porcine epidemic diarrhea (PED) wurde erstmals von WOOD (1977) in England
beschrieben. PENSAERT und DE BOUCK (1978) identifizierten bei Ausbriichen
in Belgien ein Coronavirus (CV777) als auslosendes Agens. Nachdem PED in den
letzten Jahrzehnten nur sporadisch in Europa aufgetreten ist (NAGY et al., 1996;
RODAK et al., 2005; MARTELLI et al., 2008), kommt es seit 2014 vermehrt zu
Ausbriichen (HENNINGER & SCHWARZ, 2014; GRASLAND et al., 2015;
HANKE et al., 2015; MESQUITA et al., 2015; STADLER et al., 2015; THEUNS
et al.,, 2015). Die PEDV-Isolate dieser Ausbriiche unterscheiden sich von den
urspriinglichen européischen Isolaten (CV777) und konnen als S INDEL-Stimme
identifiziert werden (HANKE et al., 2015; STADLER et al., 2015). Bei diesen
Ausbriichen variiert die Mortalitdt bei den einzelnen Bestéinden, betrdgt jedoch
vereinzelt bei Saugferkeln bis zu 70 % (STADLER et al., 2015). Veroftentlichte
Daten beziiglich des okonomischen Schadens, den PED in der europdischen
Schweineindustrie verursacht, liegen nicht vor und Pridvalenzdaten aus
europdischen Landern sind nur spérlich vorhanden (EFSA, 2014). Kiirzlich
durchgefiihrte Untersuchungen in Frankreich an 300 Sauen ergaben eine
Seroprivalenz von 4 % und bei einer Untersuchung von 554 Serumproben von
Schlachthdfen in Grofbritannien betrug die Seroprdvalenz 9 % (EFSA, 2016). In
Deutschland gibt es bislang kein Uberwachungsprogramm fiir PED und es liegen
keine Daten zur Seroprdvalenz vor. Die in der vorliegenden Studie erhobenen
Daten zur Detektion von PEDV-RNA in Kotproben und dem Nachweis von
Serumantikorper (IgG) gegen PEDV sollen neue Einblicke in den Verlauf einer
Infektion mit S INDEL-PEDYV verschaffen. Zudem sollen diese Daten helfen, die
zur Verfligung stehenden diagnostischen Moglichkeiten bei verschiedenen

Altersgruppen gezielt einzusetzen und zu interpretieren.

1. Sequenzierung des ORF S

Das S-Protein spielt bei der Infektion der Darmenterozyten eine wichtige Rolle
(BOSCH et al., 2003) und besitzt Epitope, die die Bildung von neutralisierenden
Antikdrpern auslosen kdnnen (CHANG et al., 2002). Der ORF S unterliegt einer

hohen Mutationsrate, weshalb es neben der Vollgenomsequenzierung zum
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phylogenetischen Vergleich von verschiedenen PEDV-Stamme herangezogen
wird (SUN et al., 2014b). Die Isolate der vorliegenden Studie wiesen eine
Ubereinstimmung von 99,8-99,9 % auf Nukleotid-Ebene auf. Daher ist davon
auszugehen, dass die Infektion der Schweine aus den drei Betrieben mit einem
sehr dhnlichen PEDV-Stamm stattgefunden hat. Die Sequenzen der ORF S
enthielten die typischen Insertionen und Deletionen, die S INDEL-PEDV-Stdmme
charakterisieren (VLASOVA et al., 2014) und bildeten zusammen mit S INDEL
aus den USA (OHS851) sowie mit den seit 2014 in Europa nachgewiesenen
Stammen ein Cluster. Bislang konnte nur bei einem Ausbruch in der Ukraine ein
PED-Virus nachgewiesen werden, das eine hohe Ubereinstimmung mit dem
Prototyp-PEDV-Stamm USA/Colorado30/2013 (KJ645638) aufwies
(DASTIJERDI et al., 2015). Von den urspriinglich in Europa zirkulierenden
Stimmen (CV777), genauso wie von den in England aus dem Jahr 2000
retrospektiv isolierten Stdmmen (STEINBACH et al., 2016), konnten die

vorliegenden Isolate ebenfalls deutlich abgegrenzt werden.

Trotz einer generell hohen Ubereinstimmung der Sequenzen mit denen der
verglichenen S INDEL-Referenzstimmen, wiesen die Sequenzen der Isolate
dieser Studie Variationen im 5°-Ende der codierenden Sequenz des S-Proteins auf.
Eine groflere Variabilitdt dieser Region wurde auch bei anderen phylogenetischen

Vergleichsstudien beobachtet (SUN et al., 2014b; HANKE et al., 2015).

2. Klinik

Bei experimentellen Studien mit S INDEL-PEDV infizierten Schweinen wurde
nach einer Inkubationszeit von ein bis drei Tagen Durchfall fiir drei bis fiinf Tage
beobachtet (LIN et al., 2015b). In der vorliegenden Studie konnte bei allen
Studientieren an Beprobungstag 0 (Tag 0) Durchfall beobachtet werden. Aufgrund
der hohen Kontagiositdt von PEDV kann davon ausgegangen werden, dass sich
alle Tiere innerhalb kurzer Zeit infiziert hatten, womit sich diese
Feldbeobachtungen mit denen aus experimentellen Untersuchungen decken. Die
Morbiditédt betrug bei den Mastschweinen und Saugferkeln dieser Studie bis zu
100 %. Dies ist von anderen Feldbeobachtungen (STADLER et al., 2015) und
Infektionsversuchen mit S INDEL-PEDV bekannt und scheint sich auch nicht von
Infektionen mit Prototyp-PEDV zu unterscheiden (LIN et al., 2015b). Zusitzlich



V. Diskussion 53

zu den Ferkeln auf Betrieb 3 zeigten Sauen ebenfalls wissrigen Durchfall. Dies
konnte ebenfalls in experimentellen Infektionen (LIN et al., 2015b) und auch im
Feld beobachtet wurden (STADLER et al., 2015). LIN et al. (2015b) vermuteten,
dass laktierende Sauen durch die physiologischen Verdnderungen von Geburt und

Laktation anfalliger fiir die Infektion sind.

Die Mortalitdt war infolge des PED-Ausbruchs weder bei den Mastschweinen
noch bei den Saugferkeln erhoht. Von den 70 eingeschlossenen Mastschweinen ist
ein Studientier (Betrieb 1) zwischen Tag 14 und 28 verendet. Es konnte kein
Zusammenhang mit dem PED-Ausbruch festgestellt werden. Diese Beobachtung
deckt sich mit den Angaben in der Literatur, wo die Mortalitit bei Mastschweinen
mit 0-4,5 % angegeben wird (MARTELLI et al.,, 2008; HENNINGER &
SCHWARZ, 2014; STADLER et al.,, 2015). Von den 35 eingeschlossenen
Saugferkeln (Betrieb 3) konnten 34 Ferkel bis Tag42 verfolgt werden. Ein
Saugferkel wurde zwischen Tag 0 und Tag 7 erdriickt. Insgesamt entsprach die
Saugferkelsterblichkeit im untersuchten Zeitraum dem betriebstypischen
Durchschnitt. Entgegen dieser Beobachtung wird in der Literatur von Mortalititen
bei Saugferkeln bis zu 75 % berichtet (LIN et al., 2015b; MESQUITA et al.,
2015; STADLER et al., 2015). Als mogliche Faktoren, die einen Einfluss auf die
grofle Varianz der Mortalitdt haben konnten, werden die Immunitit der Sauen,
sowie Management und Biosicherheit der Betriebe diskutiert (STADLER et al.,
2015; BERTASIO et al., 2016). Unter experimentellen Bedingungen konnten
Unterschiede in der Mortalitit einzelner Wiirfe festgestellt werden, obwohl die
Voraussetzungen fiir alle Studientiere identisch waren (LIN et al., 2015b). In
dieser Studie wurden keine Daten diesbeziiglich erhoben, sodass der potentielle
Einfluss dieser Faktoren nicht gekldrt werden kann. Ein weiteres Studientier
konnte aufgrund von starkem Kiimmern nur bis Tag 42 beprobt werden. Mogliche
Ursachen dafiir konnten die mangelhafte Milchversorgung wihrend der ersten
Lebenswochen oder Resorptionsstorungen aufgrund von Enteropathien gewesen
sein (PLONAIT, 2001). Ebenso konnen Viruserkrankungen wie PCV2 zu
Kiimmern fithren (ALLAN et al., 1998).

Beobachtungen aus den USA lassen einen Einfluss der PEDV-Variante auf die
Ausprigung des klinischen Erscheinungsbilds sowie Morbiditdt und Mortalitét
vermuten (WANG et al., 2014a). So flihren US-Prototyp-PEDV-Stdmme zu einer

schwereren Klinik mit einer Mortalitdit bis zu 100 % bei Saugferkeln
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(STEVENSON et al., 2013), wohingegen bei Ausbriichen mit S INDEL-PEDV
nur geringgradige klinische Anzeichen und keine erhdhte Mortalitdt beschrieben
wird (WANG et al., 2014a). In Europa hingegen werden nach Infektionen mit
S INDEL-PEDV auch hohe Saugferkelverluste beschriecben (MESQUITA et al.,
2015; STADLER et al., 2015).

Sekundirinfektionen konnen das klinische Erscheinungsbild moglicherweise
verkomplizieren (STADLER et al.,, 2015; BERTASIO et al.,, 2016). Nach
Infektionen mit Coronaviren ist der Darm anfilliger fiir Sekunddrinfektionen
(COUSSEMENT et al., 1982; JUNG et al.,, 2006). Durch standardisierte
Bedingungen bei experimentellen Infektionen konnen diese Einfliisse bis zu
einem gewissen Grad ausgeschlossen werden. Da in der vorliegenden Feldstudie
Sekundarinfektionen nicht erfasst wurden, kann deren Einfluss nicht beurteilt

werden.

Nach dem anfianglichen Ausbruch konnte wihrend der Studiendauer kein
Wiederauftreten von PED auf den drei untersuchten Betrieben festgestellt werden.
Im Gegensatz dazu beschreiben STADLER et al. (2015) ein erneutes PED-
Durchfallgeschehen bei einem Ferkelerzeugerbetrieb neun Wochen nach dem
ersten Ausbruch und BERTASIO et al. (2016) konnten nach 60 Tagen einen

erneuten Ausbruch bei Ferkeln feststellen.

3. Kotproben

Nach experimentellen Infektionen mit S INDEL-PEDV wurden 107 bis 1034
Genomkopien pro Milliliter Kot nachgewiesen (LIN et al., 2015b). THOMAS et
al. (2015a) konnten zeigen, dass die Minimale Infektionsdosis (minimun
infectious dose, MID) bei einer Woche alten Saugferkeln 1000fach geringer ist als
bei drei Wochen alten Tieren. Mit einem Inokulat, das einen Ct-Wert von 12,2
aufweist, konnten in ihren Untersuchungen 100 % der Saugferkel infiziert werden.
Es konnten aber auch 25 % der Ferkel mit einem Inokulat mit Ct-Wert > 45
infiziert werden. Sie vermuteten, dass die Viruskonzentration des Inokulats nur
einen geringen Einfluss auf den Verlauf der Klinik, die Menge des
ausgeschiedenen Virus, die Ausprigung der histologischen Lisionen sowie die

Menge der gebildeten Antikorper hat (THOMAS et al.,, 2015a). In der
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vorliegenden Studie kann aufgrund der hohen ausgeschiedenen Erregermenge und
der geringen bendtigten Infektionsdosis davon ausgegangen werden, dass alle
Studientiere Kontakt mit dem PED-Virus hatten. Bei der ersten Probenentnahme
(Tag 0) wurde bei fast allen Tieren PEDV-RNA in den Kotproben nachgewiesen.
Bei einzelnen Tieren war PEDV-RNA erst in den Kotproben an Tag?7
nachweisbar.  Mdglicherweise ist das in  den  unterschiedlichen
Infektionszeitpunkten der individuellen Tiere begriindet. Bei einem Mastschwein
(Betrieb 2) konnte zu keinem Zeitpunkt PEDV-RNA nachgewiesen werden.
Dennoch entwickelte dieses Tier Serumantikorper gegen PEDV, weshalb auch bei
diesem Tier von einer Infektion mit PEDV ausgegangen werden kann. Aufgrund
der guten Sensitivitdt der verwendeten PCR, kann davon ausgegangen werden,
dass alle Kotproben, die PEDV-RNA enthalten, sicher detektiert wurden.
Moglicherweise war bei diesem Tier die Ausscheidung von PEDV-RNA vor der
ersten Beprobung bereits beendet oder das Tier schied intermittierend aus, sodass

in keiner der Proben PEDV Genomkopien enthalten waren.

PEDV-RNA konnte an Tag7 in 22,3 % (23/103) und an Tag 14 in 11,7 %
(12/103) der Kotproben nachgewiesen werden, obwohl zu diesem Zeitpunkt kein
Durchfall mehr bei den untersuchten Tiergruppen auftrat. In keiner der Proben
nach Tag 14 war PEDV-RNA nachweisbar. Ahnliche Beobachtungen wurden in
experimentellen Infektionen mit S INDEL-PEDV gemacht. Die Tiere schieden in
einer Studie von LIN et al. (2015b) PEDV kontinuierlich iiber 21 Tage nach der
Infektion aus, wobei der Durchfall nur drei bis fiinf Tage nach der Infektion
beobachtet wurde. Genesene Schweine werden daher als Risiko fiir die
Virusiibertragung gesehen (MADSON et al., 2014). Wie in einer Studie mit einem
Prototyp-PEDV-Stamm gezeigt wurde, scheint die Umgebung nicht als Reservoir
fir PEDV zu dienen (BJUSTROM-KRAFT et al., 2016). Dagegen werden
positive Sammelkotproben aus den Buchten bis zu 15 Wochen bzw. drei Monate
nach einem PED-Ausbruch beschrieben, ohne dass die Tiere noch Durchfall
zeigten (STADLER et al., 2015; STEINRIGL et al., 2015). Da durch die PCR
auch Genomfragmente nachgewiesen werden, ist es nicht auszuschlie3en, dass es
sich bei den positiven Proben in den oben genannten Untersuchungen um eine
Kontamination aus der Umwelt handelte. Durch die Untersuchung von
Einzeltierkotproben und Rektaltupfern wurde eine solche Kontamination in der

vorliegenden Studie ausgeschlossen. Im Gegensatz zu S INDEL-PEDV wird fiir
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Prototyp-PEDV  von einer ldngeren Ausscheidungsdauer berichtet. In
Infektionsversuchen wurde eine Virusausscheidung iiber 24 Tage nach der
Infektion (MADSON et al., 2014). CRAWFORD et al. (2015) konnten PEDV-
RNA sogar bis zu 43 Tage und BJUSTROM-KRAFT et al. (2016) sogar bis 69

dpi in individuellen Kotproben nachweisen.

Die verschiedenen Altersgruppen dieser Studie zeigten Unterschiede im Muster
des Nachweises von PEDV-RNA in den Kotproben. Die Kotproben von
Mastschweinen waren zum Teil intermittierend positiv, was bei den Saugferkeln
nicht beobachtet werden konnte. Dagegen konnte bei Saugferkeln an Tag 0, 7 und
14 PEDV-RNA in den Kottupfern detektiert werden, wohingegen die
Mastschweine maximal an zwei aufeinander folgenden Beprobungen PEDV-RNA
in den Kotproben aufwiesen. CRAWFORD et al. (2015) beschreiben einen
diskontinuierlichen PEDV-RNA Nachweis in Kotproben von vier Wochen alten
Aufzuchtferkeln, die mit einem US-Prototyp-PEDV-Stamm infiziert waren. Im
Gegensatz zu den Beobachtungen der vorliegenden Studie zeigten diese Tiere bis
13 dpi kontinuierlich PEDV-RNA positive Kotproben und erst zwischen 14 dpi
bis 43 dpi waren die Proben nur noch intermittierend positiv (CRAWFORD et al.,
2015). LIN et al. (2015b) beschrieben bei Ferkeln beziiglich der ausgeschiedenen
Virusmenge einen wellenféormigen Verlauf bis zu 21 Tage nach experimenteller
Infektion mit S INDEL-PEDV: In den Kotproben der Tiere war in ihrer Studie zu
allen untersuchten Zeitpunkten PEDV-RNA nachweisbar, jedoch unterschied sich
die ausgeschiedene Menge. Moglicherweise sind bei den Mastschweinen bereits
wieder empfangliche Darmepithelzellen nachgebildet worden, da die
Regenerationszeit der Diinndarmepithelzellen bei Mastschweinen kiirzer ist als
bei Saugferkeln (MOON et al., 1973). Diese konnten erneut von PEDV infiziert
werden, was als zweite Ausscheidungswelle sichtbar wird. Aufgrund des
unterschiedlichen Wassergehaltes der einzelnen Proben wurde in der vorliegenden
Studie die Menge an PEDV-RNA der einzelnen Proben nicht exakt bestimmt. Es
kann nur eine semiquantitative Aussage iliber die enthaltene Menge an PEDV-
RNA der einzelnen Proben gemacht werden. Alle Proben der Mastschweine, die
an Tag 14 wieder PEDV-RNA enthielten, wiesen Ct-Werte <30 auf. Dies
entspricht den Werten der Tiere wihrend des akuten Ausbruches an Tag 0. Engere
Beprobungsintervalle wéren ndtig, um genauere Daten iiber PEDV-RNA im Kot

zu erheben.
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Die RT-PCR ist eine sehr sensitive diagnostische Methode, die es ermoglicht,
kleinste Mengen an viraler RNA in einer Probe zu detektieren (KIM et al., 2007).
Durch spezielle Primer fiir das ORF N, einem sehr konservierten Bereich
innerhalb der PED-Viren, ist die PCR auch sehr spezifisch fiir die Detektion von
verschiedenen PEDV-Stimmen. Dennoch ist der Nachweis von viraler RNA nicht
unbedingt gleichbedeutend mit der Ausscheidung von infektiosem Virus. Es
konnte gezeigt werden, dass PEDV-RNA in Kotproben nur 14 bis 16 Tage nach
experimenteller Infektion mit US-Prototyp-PEDV infektios war (CRAWFORD et
al., 2015). Wurden nach diesem Zeitpunkt naive Tiere hinzugestallt, kam es zu
keiner Infektion der naiven Tiere, obwohl in den Kotproben der experimentell

infizierten Tiere noch bis 43 dpi PEDV-RNA intermittierend nachweisbar war.

In den Kotproben der untersuchten Sauen auf Betrieb 3 war an Tag 0 bei 4 von 5
Sauen PEDV-RNA nachweisbar. Bei einer Sau war zu diesem Zeitpunkt keine
PEDV-RNA in der Kotprobe nachweisbar, jedoch zeigte sie Durchfall. Zu dem
Beprobungszeitpunkt befand sich diese Sau moglichweise noch in der
Inkubationszeit oder war noch nicht mit PEDV infiziert. Mdglicherweise kommt
es auch bei Sauen zu einer intermittierenden Ausscheidung wie bei den
Mastschweinen. Da die Sauen nur an Tag 0 beprobt wurden und keine weiteren
Untersuchungen durchgefiihrt wurden, kann iiber den Infektionsstatus der Sau nur

spekuliert werden.

Eine schnelle, einfache Methode wie die PCR zur Diagnostik von PED bei an
Durchfall erkrankten Tieren ist notwendig, um unverziiglich MaBnahmen
ergreifen zu konnen. Langer zuriickliegende Ausbriiche konnen mit der PCR aus
Kot jedoch nicht erfasst werden, wie die Ergebnisse dieser Studie vermuten

lassen, da PEDV-RNA nur bis kurz nach dem Ausbruch ausgeschieden wird.

4. Antikorper

4.1. Detektion von IgG

Momentan sind zwei kommerzielle PEDV-ELISA-Kits auf dem européischen
Markt erhéltlich. Beide basieren auf dem Nukleokapsid-Protein von PEDV. In
einer kiirzlich verdffentlichen Studie wurden drei N-Protein ELISAs evaluiert

(OKDA et al., 2015). PEDV-spezifische Antikérper waren in jener Studie sechs



58 V. Diskussion

bis neun Tage nach der Infektion bei vier Wochen alten infizierten Absetzferkeln
nachweisbar und konnten bis zum Ende der Studie (43 dpi) nachgewiesen werden.
Bei Prototyp-PEDV ist der Nachweis von PEDV-spezifischen IgG ab 10 bis 14
Tagen nach experimenteller Infektion beschriecben (MADSON et al., 2014;
THOMAS et al., 2015a; BJUSTROM-KRAFT et al., 2016). In einer Studie mit
US-Prototyp- und S INDEL-PEDV infizierten Tieren konnten keine Unterschiede
beziiglich des Nachweises der Antikdrper mit IFA und ELISA zwischen den
Gruppen festgestellt werden (CHEN et al., 2016). Bei beiden Gruppen konnten
IgG Antikorper 14 Tage nach der Infektion nachgewiesen werden, wobei
neutralisierende Antikorper nach sieben Tagen nachweisbar waren (THOMAS et

al., 2015a; CHEN et al., 2016).

Es muss beriicksichtigt werden, dass Tag 0 in unserer Studie nicht der Tag der
Infektion, sondern der erste Beprobungstag nach Auftreten der klinischen
Symptome war. Somit stimmen unsere Beobachtungen mit der Literatur insofern
iiberein, dass alle Mastschweine bis Tag 7 serokonvertierten und die Antikdrper-
Level nach Tag 14 (Betrieb 1) bzw. Tag 28 (Betrieb 2) wieder abfielen. Im
Gegensatz zu OKDA et al. (2015), die nach Tag 43 nicht weiter untersuchten,
konnten in dieser Studie PEDV-spezifische IgG bei einzelnen Mastschweinen bis

Tag 63 und bei Saugferkeln bis Tag 105 gezeigt werden.

4.1.1.  Mastschweine

Bei einzelnen Mastschweinen waren bereits an Tag 0 Antikorper nachweisbar. Da
PED sehr kontagids ist und von einer Inkubationszeit von ein bis drei Tagen bei
Infektionen mit S INDEL-PEDV ausgegangen werden muss (LIN et al., 2015b),
kann davon ausgegangen werden, dass sich alle Tiere innerhalb weniger Tage
infiziert hatten. An Tag7, Tag14 und Tag28 waren IgG bei fast allen
Mastschweinen nachweisbar und bei etwa der Hélfte sind an Tag 63 noch
Antikorper nachweisbar. Fiir den untersuchten Zeitraum nach einem PED
Ausbruch scheint ein auf dem N-Protein basierender ELISA eine gute
Moglichkeit darzustellen, um PEDV-spezifische IgG nachzuweisen. Beim
Vergleich der beiden ELISAs der Mastschweine aus Betrieb 1 und 2 fallt auf, dass
der Median der S/P Ratios bzw. der S/P% der Proben bei Betrieb 1 von Tag 14
auf Tag 28 abgefallen ist, wohingegen er bei Betrieb 2 relativ konstant von Tag 14
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bis 28 blieb. Moglicherweise war es zu einer Reinfektion gekommen, wodurch die
Immunantwort geboostert wurde. Darauf konnten auch die PCR-Ergebnisse von
Betrieb 2 hindeuten. An Tag 14 konnten dort bei 22,9 % der Tiere erneut PEDV-
RNA in den Kotproben nachgewiesen werden, obwohl an Tag 7 kein PEDV

Genom nachweisbar war.

4.1.2. Saugferkel

Bei Betrieb 3 konnte am Tag 0 bei keinem der Saugferkel und den dazugehdrigen
Muttersauen Antikorper nachgewiesen werden. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die Saugferkel, die zu diesem Zeitpunkt eine Woche alt waren, keine
maternalen IgG tiber das Kolostrum aufgenommen hatten. Fiir Saugferkel spielt
die laktogene Immunitdt eine entscheidende Rolle. Bei Feldbeobachtungen
entwickelten 72-100 % der untersuchten Sauen bis vier Wochen nach Feedback-
exposure Antikorper gegen PEDV, die mittels des IFA nachgewiesen werden
konnten (ROVIRA, 2015). GOEDE et al. (2015) konnten zeigen, dass Sauen, die
Kontakt zu S INDEL-PEDV hatten, einen partiellen Schutz an die Ferkel iiber
siecben Monate weitergaben, was sich in einer geringeren Morbiditdt, Mortalitat
und einem geringeren Virusgehalt des Darminhaltes darstellte. Daher kann
angenommen werden, dass die Sauen auf Betrieb 3 in den letzten Wochen vor

dem Ausbruch keinen Kontakt zu PEDV hatten.

Obwohl bei allen Saugferkeln PEDV-RNA in den Kotproben nachgewiesen
wurde, serokonvertierten nicht alle. Die Wurfzugehorigkeit schien keine Rolle zu
spielen. Experimentelle Studien iiber die Antikorperentwicklung bei Saugferkeln
fehlen bislang; alle bisher durchgefiihrten Studien wurden an Absetzferkeln
durchgefiihrt. Nicht nur iiber das Kolostrum iibertragene IgG, sondern auch IgA
und zelluldre Immunitét in der Sauenmilch tragen zum Schutz der Ferkel bei und
sind bei Untersuchungen mit Saugferkeln zu beriicksichtigen. Da diese Faktoren
in unserer Studie nicht evaluiert wurden, ist es nicht moglich, ihren Einfluss genau
zu bestimmen. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen entwickelten alle drei bis
sechs Tage alten Saugferkel bei Feldbeobachtungen in Italien Antikorper gegen
PEDV innerhalb von drei Wochen nach akutem Ausbruch und die Antikorper
waren bis zum 60. bzw. 100. Lebenstag nachweisbar (BERTASIO et al., 2016).

Wihrend alle Mastschweine an Tag 7 bereits serokonvertiert waren, wurden bei
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den Saugferkeln das Maximum an positiven Proben mit ELISA 1 an Tag 14
(18/34) und mit ELISA 2 an Tag 28 (13/34) erreicht. In einer experimentellen
Studie konnte gezeigt werden, dass acht Wochen alte Schweine PEDV-spezifische
Serum-IgG schneller entwickeln als zehn Tage alte, mit Milchaustauscher
gefiitterte Ferkel (GERBER et al., 2016a). Das unausgereifte Immunsystem der
eine  Woche alten Saugferkel konnte zu den Unterschieden in der
Antikorperantwort der verschiedenen Altersgruppen beigetragen haben (GERBER
et al., 2016a). Die Qualitdit und Quantitit des Kolostrums ebenso wie die
Milchaufnahme konnten die Immunreaktion beeinflusst haben. Der
Gesundheitszustand der Sauen konnte einen direkten Einfluss auf die Qualitdt und
Quantitit des Kolostrums und der Milch haben (SONG et al., 2015) und die
Geburtsgewichte der Ferkel konnten mdglicherweise einen Einfluss auf die
aufgenommene Milchmenge der einzelnen Ferkel haben (WOLF et al., 2008).
Durch den Nachweis von PEDV-RNA in den Kotproben der Sauen und dem
fehlenden Nachweis von Antikdrpern zu diesem Zeitpunkt kann davon
ausgegangen werden, dass die Sauen zuvor keinen Kontakt zu PEDV hatten und
somit auch keine Antikorper liber das Kolostrum an die Ferkel weitergegeben
hatten. Allerdings muss angenommen werden, dass die Sauen im weiteren Verlauf
in Folge der PEDV-Infektion selbst Antikdrper gebildet haben und diese tiber die
Sauenmilch auch an die Ferkel weitergegeben haben. Da die Sauen in der
vorliegenden Studie nur an Tag 0 beprobt wurden, kann keine Aussage zu diesem
Faktor gemacht werden. Neben der humoralen Immunitdt sollte in weiteren
Untersuchungen auch der Einfluss der zelluldren Immunitét, die die Sauen {iber

die Milch an die Ferkel weitergeben, untersucht werden.

4.2. ELISA Vergleich

Fiir die Untersuchung einer groBeren Anzahl an Proben ist auf ein Verfahren
zuriickzugreifen, welches kein PEDV aus Zellkulturen benoétigt, da die Anzucht
von PEDV miihsam und nur unter Zusatz von Trypsin mdéglich ist (CHEN et al.,
2014). Ein schnelles und einfach durchzufiihrendes Verfahren stellen ELISAs dar.
Die ersten ELISA basierten noch auf dem kompletten Virus aus Zellkulturen
(KNUCHEL et al., 1992; OH et al., 2005). Neuere indirekte ELISAs, wie auch die
beiden in dieser Studie verwendeten, basieren auf rekombinanten N-Protein von

PEDV (HOU et al., 2007; FAN et al., 2015).
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2016 konnten STRANDBYGAARD et al. (2016) mittels ELISA 1 Antikorper
gegen verschiedene PEDV-Stimme detektieren, im Vergleich mit drei in-house
ELISAs lieferte ELISA 1 jedoch zum Teil falsch positive Resultate. Fiir eine
aussagekriftige Diagnostik von PEDV bedarf es eines Testverfahrens mit einer
hohen Sensitivitdt und Spezifitit, vor allem, wenn die Unverdéchtigkeit eines
Bestandes tiberpriift werden soll. In einer anderen Studie konnte beim Vergleich
von ELISA 1, ELISA 2 und drei in-house ELISAs eine diagnostische Sensitivitdt
von 68,2 % und eine Spezifitit von 97,5 % fir ELISA 1 bestimmt werden. Bei
ELISA 2 betrug die diagnostische Sensitivitit 73,7 % und die Spezifitit 98,4 %
bei einem Konfidenzintervall von 95 % (GERBER et al., 2016b). Da in der
vorliegenden Studie keine Goldstandardmethode verwendet wurde, ldsst sich
keine Aussage {iiber die Sensitivitit und Spezifitit treffen. Der Wert von
serologischen Analysen mit indirekten ELISAs wird von CHOUDHURY et al.
(2016) kritisch gesehen. Ihrer Meinung nach erfiillen weder indirekte ELISA noch
Blocking-ELISA die Anforderungen fiir eine Einzeltierdiagnostik. Neben der
Sensitivitidt und Spezifitit eines diagnostischen Tests ist auch die Verfligbarkeit
bei der Auswahl der Tests in Betracht zu ziehen. Die beiden in dieser Studie
verwendeten ELISAs sind in Europa kommerziell erhédltlich und ELISA 1
(Swinecheck® PED indirect, Biovet Inc., St-Hyacinthe, Kanada) wurde bei einer
Privalenzstudie in Frankreich und fiir ein Uberwachungsprogramm in Norwegen

verwendet (EFSA, 2016).

Beide ELISAs zeigten in der vorliegenden Studie insgesamt eine starke
Ubereinstimmung (k = 0,771, SE =0,024). Fiir die Proben aller drei Betriebe
ergab sich eine starke Ubereinstimmung der beiden ELISAs. Es konnte beziiglich
der Ubereinstimmung der ELISAs kein Unterschied zwischen den Proben der
Mastschweine und der Saugferkel festgestellt werden. Aufgrund der niedrigen
Probenzahl an Tag 84 und Tag 105 konnte die Ubereinstimmung der beiden
ELISAs fiir diese beiden Tage nicht ermittelt werden.

Beide Tests konnten eine praktikable Methode sein, wenn eine vorangegangene
PEDV-Exposition untersucht werden soll. Die Grofe der Stichprobe muss
entsprechend der erwarteten Prdvalenz angepasst werden. Das Alter der zu
beprobenden Tiergruppe bei vermuteter Exposition ist ebenfalls zu
beriicksichtigen, da die Ergebnisse unserer Studie vermuten lassen, dass sich die

Seroprivalenz bei Saugferkeln und Mastschweinen deutlich unterscheidet.
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VI. SCHLUSSFOLGERUNG

Diese Studie soll dazu beitragen, den Nutzen und die Grenzen von verfligbaren
diagnostischen Tests zum Nachweis von PEDV und PEDV-spezifischen
Antikorpern besser einschitzen zu konnen. Der Nachweis von PEDV-RNA
mittels RT-PCR aus Kotproben stellt ein addquates Mittel fiir die Diagnostik und
Bestdtigung des klinischen PED-Verdachts im akuten Ausbruch und bei
rekonvaleszenten Tieren kurze Zeit nach Abklingen des Durchfalls dar. Um eine
langer zuriickliegende Exposition nachweisen zu konnen, sind serologische
Untersuchungen die diagnostischen Mittel der Wahl. Bei der Stichprobengrof3e
miissen altersabhéngige Unterschiede bei der Seroprdvalenz von PEDV-
Antikodrpern beriicksichtigt werden. Bei Mastschweinen konnten an Tag 7 bei
allen Tieren Antikorper nachgewiesen werden, die bis Tag 28 auch weiter
nachgewiesen wurden. AnschlieBend fielen die Antikdrper ab, sodass am Ende
der Studie (Tag 63) noch bei 41,2 % (ELISA 1) bzw. 20,6 % (ELISA 2) bei
Betrieb 1 und bei 54,3 % (ELISA 1) bzw. 45,7 % (ELISA 2) der Tiere auf
Betrieb 2 Antikorper nachweisbar waren. Im Gegensatz dazu konnte nicht bei
allen Saugferkeln PEDV-spezifische Antikorper nachgewiesen werden, weshalb
die serologische Untersuchung von Saugferkeln nicht uneingeschrinkt empfohlen
werden kann. In dieser Studie konnten gezeigt werden, dass die beiden
verwendeten, auf dem N-Protein basierenden ELISAs vergleichbare Ergebnisse
lieferten. Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie muss davon
ausgegangen werden, dass Antikorper zuverldssig detektiert werden, wenn die
PED-Erkrankung ein bis vier Wochen zuriickliegt. Liegt der PED-Ausbruch
langer zuriick, sind die Antikorper moglicherweise nicht mehr bei allen Tieren

vorhanden.

Die von HENNINGER und SCHWARZ (2014) befiirchtete mogliche neue
Epidemie von PED in Europa ist bislang nicht eingetreten. Zwar kam es im
Winter 2014/2015 gehduft zu Ausbriichen mit S INDEL-PEDV, zum Teil auch
mit massiven Verlusten (STADLER et al., 2015), im darauffolgenden Winter sind
die Ausbriiche aber zuriickgegangen. Bislang konnte nur in der Ukraine ein
Prototyp PEDV nachgewiesen werden. Eine Impfung gegen PEDV ist auf dem
europdischen Markt im Moment nicht zugelassen. Daher bleibt eine gute

Biosicherheit der einzige Schutz vor einem Eintrag von PEDV in den Bestand.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Studie war es, den individuellen Verlauf der Ausscheidung
von porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) iiber den Kot und die
Serokonversion nach Feldinfektionen bei Saugferkeln und Mastschweinen

darzustellen.

Es wurden drei siiddeutsche Betriecbe mit einem akuten PED-Ausbruch
ausgewdhlt, bei denen PED bislang nicht aufgetreten war. Es wurden auf zwei
Mastbetrieben Tiere mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von 35 kg in die
Studie eingeschlossen, sowie eine Woche alte Saugferkel auf einem
ferkelerzeugenden Betrieb: Die erste Beprobung (Tag 0) erfolgte zwei bis vier
Tage nach Auftreten der ersten klinischen Anzeichen. Pro Betrieb wurden 35
Tiere, die Durchfall zeigten, individuell markiert und in einem ein- bis
dreiwdchigen Abstand iiber 63 Tage (Mastschweine) bzw. 105 Tage (Saugferkel)
beprobt. Von allen Studientieren wurden an Tag0, 7, 14, 28, 42 und 63
individuelle Kotproben und Blutproben entnommen; die Tiere aus dem
ferkelerzeugenden Betrieb wurden zusétzlich an Tag 84 und 105 beprobt. Zur
Darstellung des Infektionsverlaufes bei den einzelnen Studientieren wurden die
Kotproben mittels Real-Time-RT-PCR auf das Vorhandensein von PEDV-RNA
untersucht und die Serumproben wurde mit zwei kommerziell erhiltlichen
indirekten ELISAs (ELISA 1: Swinecheck® PED indirect, Biovet Inc., St-
Hyacinthe, Kanada; ELISA 2: ID Screen® PEDV indirect, ID Vet Genetics,
Grabels, Frankreich) auf PEDV-spezifische Serumantikorper untersucht.

Die Tiere zeigten an Tag O gering- bis hochgradigen, pastds bis wissrigen
Durchfall und vereinzelt konnte Erbrechen beobachtet werden. Die
Futteraufnahme war bei den Mastschweinen und den laktierenden Sauen
reduziert. Die Sequenzierung des ORF S der Isolate der drei Studienbetriebe ergab
eine hohe Ubereinstimmung untereinander und sie enthielten die fiir S INDEL-
PEDV-Stimme typischen Insertionen und Deletionen. In den Kotproben von
Tag0, 7 und 14 konnte PEDV-RNA nachgewiesen werden. Bei einzelnen
Mastschweinen war PEDV-RNA intermittierend in den Kotproben nachweisbar.
Bei allen nachfolgenden Beprobungszeitpunkten konnte in keiner der Proben

PEDV-RNA nachgewiesen werden. Wihrend des Studienzeitraums kam es auf
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keinem der Studienbetriebe zu einem erneuten PED-Ausbruch. Antikérper gegen
PEDV konnten bei allen Mastschweinen an Tag7 in den Serumproben
nachgewiesen werden. Bei den meisten Mastschweinen waren IgG bis Tag 28
nachweisbar. Am Ende des Beprobungszeitraums (Tag 63) waren noch bei 47,8 %
(ELISA 1) bzw. 33,3 % (ELISA 2) der Mastschweine Antikorper nachweisbar.
Bei den Saugferkeln waren erstmals an Tag 7 bei 20,6 % (ELISA 1) bzw. 5,9 %
(ELISA 2) Antikorper nachweisbar. Obwohl bei allen Tieren PEDV-RNA in den
Kotproben nachgewiesen wurde, waren {iber die gesamte Studiendauer nur bei 18
der 34 Saugferkel PEDV-spezifische Serumantikorper nachweisbar. Bei einem
Tier waren Antikérper ab einer Woche nach dem Ausbruch bis Tag 105
nachweisbar. Ein Vergleich der beiden ELISAs ergab eine insgesamt starke

Ubereinstimmung.

In der vorliegenden Feldstudie war der direkte Erregernachweis von PEDV aus
Kotproben wihrend des akuten Ausbruchs sowie bis Tag 14 moglich. Dies muss
beim Einsatz der PCR im Rahmen von Uberwachungsprogrammen beriicksichtigt
werden. Ein bis vier Wochen nach einem akuten Ausbruch scheinen PED-
spezifische IgG bei Mastschweinen zuverléssig detektiert werden zu konnen. Es
scheint allerdings altersabhidngige Unterschiede in der humoralen Immunantwort
zu geben. Da nicht bei allen Saugferkeln Antikorper gegen PEDV nachgewiesen
werden konnten, kdnnen serologische Untersuchungen mit den in dieser Studie

verwendeten ELISAs fiir Saugferkel nicht uneingeschrankt empfohlen werden.
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VIII. SUMMARY

Follow-up investigation of shedding of porcine epidemic diarrhea virus
(PEDYV) in feces and seroconversion in suckling piglets and fattening pigs

after field infection

The aim of this field study was to demonstrate the individual shedding of porcine
epidemic diarrhea virus (PEDV) in feces and seroconversion in suckling piglets

and fattening pigs after field infections.

Three farms in southern Germany were chosen which experienced acute outbreaks
of PED but had no known exposure to PED in the past. On two fattening farms
fattening pigs with a bodyweight of approximately 35 kg were included into the
study, as well as one-week old suckling piglets on a farrow-to-finish-farm. The
first sampling (d0) was performed two to four days after the onset of clinical
signs. On each farm, 35 animals showing diarrhea were included to the study. The
study animals were individually marked and samplings were conducted over 63
days (fattening pigs) and 105 days (suckling piglets) in one to three week
intervals. Individual fecal samples and blood samples were taken from every
study animal on d0, d7, d14, d28, d42, d63; the animals from the farrow-to-finish
farm were additionally sampled on d84 and d105. To show the development of
infection for the individual animals, fecal samples were tested for PEDV RNA by
real time RT-PCR and serum samples were tested for PEDV specific antibodies
by two commercially available ELISAs (ELISA 1: Swinecheck®PED indirect,
Biovet Inc., St-Hyacinthe, Canada; ELISA 2: ID Screen® PEDV indirect, ID Vet

Genetics, Grabels, France).

The animals presented mild to severe, pasty to watery diarrhea on d0 and
vomiting was sporadically observed. Feed uptake was reduced in fattening pigs
and lactating sows. Sequencing the isolates from the three farms, the ORF S
demonstrated high identity and the sequences contained typical insertions and
deletions described for S INDEL strains. PEDV RNA was detectable in fecal
samples from dO, d7 and d14. Some fattening pigs showed intermittingly positive
fecal samples. In the samples from all subsequent samplings, no PEDV RNA
could be detected. No reoccurrence of PED could be observed on the farms for the

duration of the study. Antibodies were detectable in the serum samples in all
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fattening pigs from d7. For most fattening pigs, IgG were detectable until d28. At
the end of the study period (d63), in 47.8% (ELISA 1) or 33.3% (ELISA 2) of the
samples of the fattening pigs antibodies could still be detected. In suckling piglets,
antibodies were detectable from d7 in 20.6 % (ELISA 1) and 5.9 % (ELISA 2) of
the piglets. Although PEDV RNA was detectable in fecal samples of all piglets,
only 18 of the 34 piglets developed detectable antibodies. In one animal,
antibodies were detectable from d7 to d105. The comparison of both ELISAs

showed substantial agreement.

In the present field study, the direct detection of PEDV in fecal samples was
possible during the acute outbreak and up to d14. This has to be considered when
using PCR within monitoring programs. One to four weeks after an acute
outbreak, PEDV specific IgG can be reliably detected in fattening pigs. However,
there seem to be age dependent differences in the humoral immune response.
Since not all suckling piglets developed detectable antibodies, serological
investigation cannot be recommended without restriction for this age group when

using the same ELISAs as for this study.
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