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1 Einleitung

1 Einleitung

Die porzine epidemische Diarrhoe (PED) ist eine hochkontagiose Darmerkrankung
des Schweines. Ausgelost wird die Erkrankung durch das gleichnamige Porzine
epidemische Diarrhoe Virus (PEDV), ein Alphacoronavirus aus der Familie der
Coronaviridae, welches eng mit dem Virus der Transmissiblen Gastroenteritis
(TGEV) verwandt ist. Betroffen sind alle Schweineartigen, wobei schwere klinische
Verlaufe vor allem bei jungen Hausschweinen, insbesondere bei Saugferkeln,
vorkommen. Die Erkrankung ist durch wassrigen Durchfall und Erbrechen, begleitet
von Fieber, Dehydratation, Anorexie und Apathie gekennzeichnet. Die
Morbiditatsraten sind in der Regel sehr hoch (bis 100%), wahrend die
Mortalitatsraten vom Alter, der allgemeinen Konstitution der betroffenen Tiere und
dem beteiligten Virusstamm abhangen. Im Saugferkelbereich kdnnen sie bis 100%

betragen.

In Europa wurde PEDV erstmals 1971 beschrieben und verursachte im Folgenden
vor allem Ausbriche bei Mastschweinen wahrend der Siebziger- und Achtzigerjahre
des letzten Jahrhunderts in Europa und Asien. In den Folgejahren gingen die
Meldungen uber PED-Ausbruche in Europa aufgrund nicht naher bekannter
Ursachen stark zurlck, wahrend das Virus in Asien endemisch wurde und seither

regelmandig Ausbriche aus asiatischen Landern berichtet werden.

Im Fruhjahr 2013 wurde Uberraschend ein hochvirulenter PEDV-Stamm in den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) diagnostiziert, der Ursache fur verheerende
Ausbriche und daraus resultierende massive wirtschaftliche Einbuf3en war. Das
Virus verbreitete sich in klrzester Zeit Uber insgesamt 29 amerikanische Staaten.
Schatzungen wirtschaftlicher Schaden belaufen sich auf 900 Millionen bis 1,8
Milliarden US Dollar. Genomanalysen bestatigten, dass dieser amerikanische Stamm
eng verwandt mit aktuellen ebenfalls hochvirulenten chinesischen Isolaten ist. Diese
hochvirulenten PEDV-Stamme werden gemeinhin als NON-INDEL Stamme
bezeichnet und Beobachtungen im Feld geben Anlass zu der Annahme, dass diese
Stamme Ursache schwerster Krankheitsverlaufe sind. Die Bezeichnung NON-INDEL
leitet sich daraus ab, dass diese Stamme keine Insertionen bzw. Deletionen im fur
das Spike-Protein kodierenden Genomabschnitt aufweisen. Das Spike-Protein ist
eines der vier Strukturproteine und das Hauptantigen fur das Immunsystem des
Wirtes. Neben den NON-INDEL Virusstammen wurden ab Januar 2014 auch
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Varianten mit Insertionen und Deletionen gefunden (sogenannte S-INDEL Stamme).
Diese waren vor allem mit milderen Verlaufen in Mastschweinen assoziiert. Ein

Prototyp dieser Varianten ist der Stamm OH851.

Aufgrund der drohenden Gefahr einer Einschleppung wurden Diagnostik und
Uberwachung in Europa forciert, um Informationen Uber den aktuellen Status der
Schweinepopulation bezlglich PEDV zu erhalten. Bestatigte Ausbriiche wurden ab
Mitte 2014 unter anderem aus Deutschland, der Ukraine, Frankreich und Osterreich
mit unterschiedlichen Morbiditats- und Mortalitdtsraten gemeldet. Mit Ausnahme der
ukrainischen Ausbriche, wurden in Europa mittels Genomanalysen ausschliel3lich S-
INDEL Varianten nachgewiesen. In Deutschland war das klinische Bild trotz sehr
hoher genetischer Identitat der verursachenden Virusstamme sehr variabel und

konnte nicht direkt mit bekannten Wirts- oder Virusfaktoren assoziiert werden.

Die einzige Praventions- beziehungsweise Bekampfungsmalinahme gegen die PED
ist bislang ein gutes veterinarhygienisches Konzept. Daruber hinaus sind im
asiatischen Raum einige Impfstoffe kommerziell erhaltlich. Diese weisen einen
wechselhaften Impferfolg im Feld und eine fragliche Vermittlung von Kreuzprotektion
zwischen den Stammen auf. Aufgrund der Tatsache, dass das Saugferkel den
empfanglichsten Wirt darstellt, kann allerdings nur ein Muttertierschutzimpfkonzept
einen verlasslichen Schutz in den ersten Lebenstagen vermitteln und damit den
wirtschaftlichen Einfluss der Erkrankung auf die Schweineindustrie reduzieren. In den
USA befindet sich eine Vakzine zur Muttertierschutzimpfung in der vorlaufigen
Zulassung, aber es fehlt bisher an Informationen Uber die Effektivitat im Feld. Eine
Voraussetzung fur die Entwicklung eines Muttertierschutzimpfkonzeptes ist die
Bestatigung des Schutzeffektes maternal vermittelter Immunitat zumindest gegen
eine homologe Belastungsinfektion der Saugferkel. Dies bezieht sich insbesondere
auf die Verringerung der klinischen Symptomatik und eine Reduktion der
Virusausscheidung zur Vermeidung von Verlusten und zur Eindammung der

Verbreitung des Virus im Bestand.

Vor dem Hintergrund der skizzierten Situation umfasste die vorliegende Arbeit eine
Literaturrecherche, die in einem Ubersichtsartikel fir Praktiker resultierte, und eine in
vivo Charakterisierung aktueller Virusstamme aus Deutschland im Saugferkelmodell.

Dieses Modell wurde mit zwei reprasentativen PEDV-Stammen etabliert und dazu



1 Einleitung

herangezogen, die Virulenz der Stdmme und die protektive Wirkung maternaler

Antikorper zu untersuchen.

Zur Vermeidung von Dopplungen ist der erwahnte Ubersichtsartikel der Arbeit der
Promotionsschrift als Literaturteil vorangestellt. Er wurde zusatzlich um je ein Kapitel
zu relevanten PEDV-Impfstoffen, zur Immunreaktion des Wirtes und zur laktogen-
vermittelten Immunitat erganzt, um die Literaturibersicht flr diese Arbeit zu

komplettieren.
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Zusammenfassung und Auswertung der verfiigbaren Daten zur PED,

insbesondere in Zentraleuropa

PED hat grof3en wirtschaftlichen Einfluss auf die Schweineindustrie in Asien und seit
2013 auch in den USA. Um vergleichbar verheerende Ausbriche in Europa und
besonders in Deutschland zu vermeiden, sind umfassende Kenntnis des Erregers
und ein verlassliches Impfkonzept essentiell. Um die aktuelle Situation in Europa zu
analysieren und tiefergehende Informationen Gber PEDV im Allgemeinen zu erhalten,
wurde eine praxisorientierte Literaturstudie durchgefuhrt und fur praktizierende

Tierarzte in kompakter Form zuganglich gemacht.

Charakterisierung aktueller PEDV Stidamme in vivo und Untersuchung der
Schutzeffekte maternal vermittelter Immunitdt als Voraussetzung fiir ein

Muttertierschutzimpfkonzept

Mit der Bedrohung durch PED-Ausbriche in den USA wurde die Diagnostik und
Uberwachung von PEDV in Europa verstarkt. In Deutschland wurden erste PED-
Ausbriche im Mai 2014 vor allem in Sudwestdeutschland festgestellt. Aufgrund der
Tatsache, dass trotz genetisch eng verwandter Virusstamme unterschiedliche
Krankheitsverlaufe beobachtet wurden, wurde die Virulenz aktueller deutscher
Stamme in vivo untersucht und der protektive Effekt maternal vermittelter Immunitat
gegen eine homologe Belastungsinfektion der Saugferkel evaluiert. Die Belastbarkeit
dieser maternalen Immunitat im Hinblick auf die Auspragung der klinischen
Anzeichen und eine verringerte Virusausscheidung sind die Voraussetzung fur ein
verlassliches Muttertierschutzimpfkonzept und die Vermeidung hoher wirtschaftlicher

Verluste in der Schweineindustrie.






3 Literaturtibersicht

3 Literaturiibersicht

Die Literaturverzeichnisse der Publikationen in der Literaturibersicht und im
Ergebnisteil werden in dem Zitierstil des jeweiligen Journals ausgegeben. Die
Nummerierung von Abbildungen und Tabellen bezieht sich auf die publizierte Form
des jeweiligen Manuskripts. Die in den Manuskripten enthaltene Literatur ist nicht im

Literaturverzeichnis am Ende der Dissertationsschrift enthalten.
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Porzine epidemische Diarrhoe

Zusammenfassung: Die porzine epidemische Diarrhoe (PED) ist eine akute,
hochkontagiose Darmerkrankung des Schweines, die eine hochgradige Enteritis,
Diarrhoe, Erbrechen und Dehydratation bedingt. Die Mortalitdt kann vor allem in
Saugferkeln sehr ausgepragt sein. Das Porzine Epidemische Diarrhoe Virus (PEDV)
ist ein behdulltes, einzelstrangiges RNA-Virus positiver Polaritat aus der Familie der

Coronaviridae, Genus Alphacoronavirus.

Nach der erstmaligen Beschreibung in den 70er Jahren in Europa war die
Erkrankung vor allem in Asien verantwortlich fir nennenswerte wirtschaftliche

Verluste. Dort ist die Erkrankung bis heute endemisch. In Europa erloschen die
Ausbriche rasch. In den letzten dreiig Jahren traten nur sehr sporadisch PED-Falle
in Europa auf. Nach Berichten aus Asien, dass eine neue PEDV-Variante zu
erheblichen Verlusten fuhrte, wurde im Mai 2013 auch eine hochvirulente PEDV-
Variante in den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) nachgewiesen. Betroffen
waren alle Altersklassen von Schweinen mit Mortalitdtsraten von bis zu 95% bei
Saugferkeln. Seit Mai 2014 traten auch in Sud- und Westdeutschland Falle der PED
auf. In den meisten Fallen waren Mastbetriebe betroffen mit hoher Morbiditat, aber
vernachlassigbarer Mortalitdt. In  betroffenen Zuchtbetrieben wurde von
Mortalitatsraten von bis zu 85% berichtet. Ahnliche Krankheitsgeschehen wurden
nachfolgend auch aus anderen zentraleuropaischen Landern, wie Frankreich, den
Niederlanden, Belgien, Italien und Osterreich berichtet. Die Charakterisierung der
beteiligten Virusstamme ergab, dass es sich in Zentraleuropa um sogenannte S-
INDEL Varianten des Virus handelte, die, im Gegensatz zu den hochvirulenten NON-
INDEL Stammen aus Asien und den USA, Deletionen und Insertionen im Spike-
Protein kodierenden Genabschnitt aufweisen. Diese Varianten werden mit milderen

PED-Verlaufen assoziiert.

Zur Vermeidung der Einschleppung in den Bestand sind strikte HygienemalRnahmen
essentiell. PEDV ist nicht sehr umweltstabil und durch eine Vielzahl von
Desinfektionsmitteln zu inaktivieren, allerdings ist die infektidse Dosis — vor allem fr
Saugferkel — sehr gering und das Virus wird in hohen Mengen ausgeschieden.

Derzeit sind keine Imfpstoffe gegen die Erkrankung in Europa zugelassen.
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Porcine epidemic diarrhea

Summary: Porcine epidemic diarrhea (PED) is an acute and highly contagious
enteric disease of swine that results in severe enteritis, diarrhea, vomiting, and
dehydration. Especially in suckling pigs, mortality can be very high. The causative
agent, Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), is an enveloped positive single-
stranded RNA virus that belongs to the family Coronaviridae, genus

Alphacoronavirus.

After its first recognition in the 1970s in Europe, the disease caused considerable
economic losses especially in Asia, where the disease remained endemic. In Europe,
the disease disappeared rather quickly, and from most countries only very sporadic
cases were reported over the last three decades. After reports from Asia, that a new
PEDV variant caused considerable losses, a highly virulent PEDV variant emerged
also in the United States (US), with swine farms experiencing explosive epidemics

affecting all age classes of animals, with up to 95% mortality in suckling pigs.

Since May 2014, several cases of PED were also reported from the southern and
western part of Germany. In most cases, fattening pigs were affected showing high
morbidity with almost non-existent mortality. However, some breeding herds reported
high mortality rates with up to 85% losses in suckling piglets. Similar outbreaks were
observed in several other Central European countries including France, The

Netherlands, ltaly, Belgium, and Austria.

The characterization of the involved virus strains revealed that S-INDEL variants of
the virus were involved in central Europe, which, in contrast to the highly virulent
NON-INDEL strains from Asia and the USA, posses deletions and insertions in the
spike protein encoding gene segment. These variants are associated with milder

PED courses.

To avoid PEDV introduction in a herd, a strict hygiene management is mandatory.
PEDV is not very stable and can be inactivated easily. However, the infectious dose
is very low, especially for suckling pigs. Moreover,virus is shed in high amounts. Up

to now, no vaccine is available in Europe.
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Krankheitsbild und Epidemiologie

Die epizootische Virusdiarrhoe des Schweines (engl. porcine epidemic diarrhea;
PED) wird durch ein Coronavirus verursacht, das u. a. mit dem Virus der
Transmissiblen Gastroenteritis (TGEV) verwandt und klinisch kaum davon zu
unterscheiden ist. Das Virus befallt ausschlie3lich Mitglieder der Familie Suidae. Die
hoch ansteckende Erkrankung ist durch eine schwere Darmentzindung, wassrig-
gelben Durchfall (siehe Abb. 1), Erbrechen und Dehydratation gekennzeichnet.
Wahrend alle Altersklassen von Schweinen erkranken kénnen, sinkt die Sterblichkeit
mit zunehmendem Alter. In betroffenen Bestanden, insbesondere in der
Ferkelaufzucht, kann die Infektion mit dem Virus der PED (PEDV) zu hohen
Verlusten (bis 100%) fuhren. Mit zunehmendem Alter steigt die notwendige
Infektionsdosis und die Erkrankung verlauft in der Regel milder mit geringeren
Verlusten (Gerber et al. 2016b; Jung et al. 2015; Oldham 1972).

© Friedrich-Loeffler-Institut

Die Erkrankung trat erstmals 1971 in Europa auf und verursachte in den
darauffolgenden Jahren grof3e wirtschaftliche Verluste, insbesondere in Asien, wo
sich die Infektion in der Schweinepopulation rasant ausbreitete (Oldham 1972) und
bis heute endemisch ist. Im Jahre 2011 hauften sich die Berichte, dass eine neue,
besonders aggressive Virusvariante auf dem Vormarsch sei, die Millionen von
Ferkeln das Leben kostete (Li et al. 2012; Wang et al. 2013). Seit Mai 2013 sorgte

dann eine ebenfalls besonders schwere Form der PED in den USA fur Aufsehen. Sie

11
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fuhrte in vielen Schweinebetrieben zu explosionsartigen Epidemien, die alle
Altersklassen von Schweinen betrafen. Bei Saugferkeln wurde eine bis zu 95%ige
Mortalitat beobachtet und ganze Ferkelpartien fielen aus. Die Sequenzierung der
beteiligten Virusisolate zeigte eine hohe Verwandtschaft zu aktuellen asiatischen
Stammen. Dennoch sind geringgradige Abweichungen auf Gesamtgenombasis zu
finden (unterschiedliche Sequenzmuster, insbesondere im Spike-Protein) (Chen et al.
2014; Stevenson et al. 2013). Kurzlich wurde auch von sehr verlustreichen
Ausbruchen in ukrainischen Schweinebetrieben berichtet. Diese gingen mit 100
Prozent Verlusten im Saugferkelbereich, schweren Symptomen bei alteren Tieren
und Aborten bei bis zu 30 Prozent der tragenden Sauen einher. Das nachgewiesene
Virus ist sehr eng mit den hoch-virulenten US-amerikanischen Stammen verwandt
(Dastjerdi et al. 2015). In Europa wurden bestatigte Falle ab 2014 aus Portugal
(Mesquita et al. 2015), Spanien (Carvajal et al. 1995), Osterreich (Steinrigl et al.
2015, Steinrigl et al. 2016), Deutschland (Stadler et al. 2015), Frankreich (Grasland
et al. 2015), Slowenien (Toplak et al. 2016), Belgien (Theuns et al. 2015) und Italien
(Martelli et al. 2008) gemeldet. Die aktuellen europaischen Stamme sind unten naher
beschrieben (EFSA 2016).

Erreger

Es handelt sich bei PEDV um ein behilltes, 95-190 nm grofRes RNA-Virus aus der
Familie der Coronaviridae im Genus Alphacoronavirus aus der Ordnung Nidovirales.
Coronaviren enthalten das grofdte bekannte RNA-Genom, das im Fall von PEDV 28
Kilobasen umfasst und sich in mindestens 7 offene Leserahmen untergliedern lasst.
Diese codieren sowohl fur Nicht-Strukturproteine, beispielsweise flr die zur

Replikation notwendige Replikase, als auch fur vier Strukturproteine. Hierbei handelt
es sich um das Membran-Protein, das Hullprotein, das Nukleokapsidprotein und das
Spike-Protein, das dem Virus sein charakteristisches, elektronenmikroskopisches

.kronenahnliches“ Aussehen verleiht (siehe Abbildung 2).

12
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Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Corona-Virus-Partikels

(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von V. Akimkin, CVUA Fellbach)

Das Spike-Protein ist verantwortlich fir die Virus-Zellrezeptor-Interaktion und stellt
das Hauptantigen dar, d.h. das Immunsystem reagiert vor allem mit Bildung von
Antikérpern, die gegen das Spike-Protein gerichtet sind (Li et al. 2017; Oh et al.
2014). Damit ist das Spike-Protein neben dem Nukleokapsid- und Membranprotein
ein geeigneter Kandidat fur Totvakzinen und serologische Testverfahren wie Enzym-
Linked-Immunosorbent-Assays (ELISA) (Makadiya et al. 2016; Paudel et al. 2014).
Die verschiedenen Virusstamme weisen eine hohe Diversitat in dem fir das Spike-
Protein kodierenden Genabschnitt und damit auch im Spike-Protein selbst auf (Lee et
al. 2010).

Aufgrund der Unterschiede in dem fir das Spike-Protein kodierenden
Genomabschnitt werden PEDV-Stamme in zwei Gruppen mit jeweils zwei

Untergruppen unterteilt:
Genogruppe 1 (G1, klassisch) mit den Untergruppen 1a und 1b

Genogruppe 2 (G2, epidemisch oder pandemisch) mit den Untergruppen

2a und 2b (Lee 2015)

13
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Der PEDV-Stamm CV777, sowie verschiedene zellkulturadaptierte Stamme und
Impfviren werden in Untergruppe 1a eingruppiert. Untergruppe 1b steht fur
Virusstamme, die in China, Sudkorea und seit kurzem auch in den USA und Europa
auftreten und sich genetisch von der Genogruppe 2 unterscheiden. Die Genogruppe
G2 besteht aus Feldisolaten, die verantwortlich sind fur frihere Ausbriche in Asien
und die vor kurzem aufgetretenen Falle mit schwerer Klinik in Nordamerika und

Asien.

Genetische Analysen haben gezeigt, dass die Stamme der Untergruppe 1b sehr
wahrscheinlich durch eine Rekombination von Viren der Genogruppe 1a und 2
entstanden sind. Der geographische Ursprung dieser Untergruppe liegt vermutlich in
China (Lee 2015).

Basierend auf Besonderheiten der flr das Spike-Protein kodierenden Gensequenzen
unterscheidet man sogenannte NON-INDEL (Stdmme ohne Insertions- und
Deletionsmutationen im Genabschnitt des Spike-Proteins) und S-INDEL Stamme
(Stdmme mit den genannten Mutationen). Das US-amerikanische PEDV und
hochvirulente asiatische Stamme gehdren zu den NON-INDEL Stammen, die
aktuellen zentraleuropaischen Stamme sind S-INDEL-Varianten (Chen et al. 2014;
Lee 2015).

Berichte aus der Praxis in Verbindung mit Volllangensequenzierungen des
Virusgenoms (Next-generation Sequencing, NGS) lassen vermuten, dass S-INDEL-
Stamme einen milderen Krankheitsverlauf auslosen und NON-INDEL-Stamme sich
durch hohere Virulenz auszeichnen. Aber es gibt auch Fallberichte von S-INDEL-
Varianten, die zu schweren klinischen Symptomen mit hohen Letalitatsraten flhrten,
so dass davon ausgegangen werden kann, dass noch weitere Faktoren Einfluss auf
das Krankheitsgeschehen haben (Lee 2015).

Situation in Deutschland

Auch in Deutschland sind seit Mai 2014 PED-Falle aufgetreten, mit steigenden
Fallzahlen im Winter. In den meisten Fallen stehen sehr hohe Erkrankungsraten

geringen Verlustraten gegenuber. Mittlerweile sind viele Bundeslander betroffen.

Einige Betriebe berichten jedoch auch von hohen Verlustraten in jungen Saugferkeln
(>80 Prozent Saugferkelverluste). Es wurde vermutet, dass in diesen Fallen
Sekundarinfektionen und Management eine grolRere Rolle im Krankheitgeschehen

spielen.
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Weiterfuhrende Untersuchungen zu Koinfektionen, die im Rahmen der
Detailanalysen durchgefuhrt wurden, zeigten keine klare Korrelation zwischen
schwerer PED-Symptomatik und anderen spezifischen Pathogenen (Hanke et al.
2017).

Zur Beantwortung der Frage, ob es sich bei den in Deutschland vorkommenden
Virusstammen um Stamme handelt, die den US-amerikanischen &hneln, wurden
inzwischen Uber 40 PEDV-Volllangensequenzen mittels NGS erstellt und
vergleichenden Analysen unterzogen (Hanke et al. 2015). Basierend auf diesen

Daten kann man folgende Aussagen treffen:

a) die bisher charakterisierten PEDV-Stamme aus Deutschland sind eng
miteinander verwandt und bilden eine Gruppe mit wenigen Clustern, die sich

von den historischen PEDV- Stammen deutlich unterscheidet,

b) ahnliche Viren wurden u.a. in Italien, Frankreich, Osterreich und den

Niederlanden charakterisiert,

c) es existiert eine deutliche Abgrenzung zu den hochvirulenten US-

amerikanischen und asiatischen Stammen,

d) eine hohe Ahnlichkeit besteht jedoch mit einem Stamm, der ebenfalls in den
USA bei Fallen mit milderer Klinik beschrieben wurde. Letzterer ist ebenfalls
eine S-INDEL-Variante.

Weiterfuhrenden Untersuchungen sind angezeigt um diese Befunde besser
einordnen zu konnen. Derzeit werden weitere Metagenomanalysen durchgefuhrt
(Hanke et al. 2015; Henniger und Schwarz 2014; Stadler et al. 2015).

Pathogenese, klinische Symptomatik und Immunitatsentwicklung

Das Wirtstier Schwein infiziert sich fakal-oral, d.h. Uber den Kontakt zu virushaltigen
Faces. Coronaviren zeigen einen strengen Zelltropismus fur epitheliale Zellen
entweder des Respirations- (PRCV) oder des Verdauungstraktes (PEDV, TGEV,
delta-Corona-Virus) und sie infizieren sehr effizient Makrophagen. Die Zielzellen des
PED-Virus sind Zottenzellen des Jejunalepithels, aber auch im Bereich des Kolons
finden sich infizierte Zottenzellen. Nach dem Eintritt in die Wirtszelle Uber den
Zellrezeptor ,porcine Aminopeptidase” vermehrt sich das Virus im Zytoplasma und
wird nach Absterben und Lyse der Wirtszelle wieder freigesetzt (Liu et al. 2015). In

Zellkultur ist ein deutlicher zytopathischer Effekt zu erkennen. Es bilden sich
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Synzytien, mehrkernige Riesenzellen und die Zellen I6sen sich von ihrer Unterlage
ab (Hofmann und Wyler 1988). Histologisch zeigen sich stark verkirzte und
verschmolzene Darmzotten bis hin zu vollig fehlenden Zotten (siehe Abbildung 3).

Ebenso ist eine Vakuolisierung der Zottenepithelzellen zu beobachten.

infizierten Ferkels in der klinischen Phase der Erkrankung: verkiirzte Darmzotten und

Vakuolisierung der Epithelzellen (Pfeile). © Friedrich-Loeffler-Institut

Die Schadigung der Zottenzellen flihrt zu einer hochgradigen katarrhalischen
Enteritis mit wassrigem Durchfall verbunden mit Dehydratation unterschiedlichen

Schweregrades (Jung et al. 2014).

Die ersten klinischen Symptome treten abhangig vom Alter der Tiere und vom
jeweiligen Virusstamm 22 — 36 h nach der Infektion auf. In Ausnahmefallen kann die
Inkubationszeit auf 12 h verklrzt sein. Im Anfangsstadium der Erkrankung zeigen die
Tiere zunachst Erbrechen, welches zumeist nur in den ersten 1-3 Tagen nach
Erkrankungsbeginn zu beobachten ist. Etwa 12 h nach Beginn der Erkrankung
zeigen die Tiere Durchfall in unterschiedlichen Schweregraden. Haufig erscheint der
Ferkelkorper trommelférmig, bedingt durch hochgradig aufgegaste Jejunalschlingen
(Rolle und Mayr 2011; Stevenson et al. 2013).
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Wie Abbildung 4 zeigt, sind die Tiere — in der Regel vor allem Saugferkel — in
schweren Fallen bereits nach wenigen Stunden nicht mehr stehfahig, apathisch,

hochgradig dehydriert oder bereits infolge akuten Kreislaufversagens verendet.

Abb. 4: PEDV-infiziertes Saugferkel in desolatem Zustand: Das Tier ist hochgradig

dehydriert und nicht mehr stehféhig. © Friedrich-Loeffler-Institut

Bei Uberlebenden Tieren persistiert der Durchfall Uber mehrere Tage und ist
selbstlimitierend. Betroffene Tiere, die die klinische Erkrankung Uberstehen, erholen
sich in der Regel vollstandig. Die Morbiditatsrate kann 100% erreichen, wahrend die
Letalitatsraten stark schwanken konnen. Diese Unterschiede sind unter anderem auf
das Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Infektion, den Virusstamm, mogliche
Begleitinfektionen (sieche oben) und das generelle Hygienemanagement

zuruckzufuhren.

Bei laktierenden Sauen wird unter Umstanden ein Sistieren der Milchproduktion
aufgrund von Inappetenz und Durchfall beobachtet, was die Situation fur die
betroffenen Ferkel verkompliziert (Leidenberger et al., Manuskript zur
Veroffentlichung  eingereicht).  Postmortale und  makroskopisch  sichtbare
Veranderungen bei verendeten oder euthanasierten Tieren sind auffallig dilatierte,
aufgegaste Jejunumschlingen (Stadler et al. 2015) und vergroRerte

Mesenteriallymphknoten. Bisweilen sind auch die Peyerschen Platten aufgrund
reaktiver GréRenzunahme gut sichtbar. Teilweise kann ein Odem des Mesokolons

beobachtet werden (Abb. 5; eigene, bislang unveroffentlichte Studien).

17



3.1 Literaturlibersicht — Ubersichtsartikel zur Porzinen epidemischen Diarrhoe

Dies macht die differentialdiagnostische Abklarung von Odemkrankheit und

Intoxikationen durch Clostridium difficile notwendig.

Abb. 5: Makroskopische pathologische Befunde; erhoben postmortal an einem Tier
mit PED; links: aufgegaste, dilatierte Jejunalschlingen, rechts: ausgeprégtes

Mesokolonédem. © Friedrich-Loeffler-Institut

Bei Tieren, die die akute Phase der Erkrankung uberleben, ist ein serologischer
Nachweis zum Teil bereits sieben Tage nach der Infektion mdglich und die Antikorper
bleiben nach naturlicher Infektion laut bisheriger Studien teilweise bis zu sechs
Monate im Blut nachweisbar, wobei nach vier Monaten noch 60% der Tiere als
serologisch positiv detektiert wurden (Bjustrom-Kraft et al. 2016; Ouyang et al. 2015).

Maternale Antikérper sind in der Lage, Saugferkel vor einer klinisch manifesten
Infektion zu schitzen, wobei insbesondere dem Immunglobulin A (IgA) eine
schutzende Rolle zukommt (Langel et al. 2016). Die Hohe der maternalen
Antikdrperspiegel im Serum der Ferkel variiert individuell zwischen den Wurfen (Song
et al. 2016) und zeigt 25 — 27 Tage nach der Geburt eine sinkende Tendenz. Bei der
Diskussion zukunftiger Immunisierungskonzepte ist zu bedenken, dass die Immunitat
der Sau eher kurzlebig ist und daher vor jeder Abferkelung geboostert werden
musste. Die laktogene Immunitat hat eine grof’e Bedeutung, da lokal im Darm
wirkende Immunglobuline flr den protektiven Effekt verantwortlich sind. Wenn Sauen
oral mit lebendem Virusmaterial inokuliert werden, sind die Ferkel zu einem Grol3teil
geschitzt, da vermutlich Uber die maternal Achse ,Darm-Gesauge“ hohe Spiegel
sekretorischen IgA in Kolostrum und Milch als Folge der Wanderung spezifischer
Plasmazellen ins Gesauge erreicht werden (Langel et al. 2016, Song et al. 2015,
2016).
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Diagnostische Moglichkeiten

Der Nachweis von PEDV kann in einigen kommerziellen Laboren, den
veterinarmedizinischen Untersuchungseinrichtungen in den Bundeslandern und

bestatigend auch am Friedrich-Loeffler-Institut erfolgen.

Es besteht die Mdglichkeit, das Genom der Viren mittels real-time
Polymerasekettenreaktion nachzuweisen. Auf diese Weise kann auch eine
Differenzierung zwischen PEDV und TGEV erfolgen (es wurden multiplex RT-PCRs
zugelassen, siehe Zulassungsstelle des FLI). Als Probenmaterial eignen sich Einzel-

oder Sammelkotproben sowie Jejunumproben betroffener Tiere.

Es besteht generell die Madoglichkeit, Kotproben elektronenmikroskopisch auf
Coronaviren zu untersuchen. Daruber hinaus kann eine Anzucht auf empfanglichen
Zellen (Vero-Zellen) versucht werden, diese gelingt jedoch nur selten. Am
wahrscheinlichsten ist eine Isolierung des Virus aus Darmproben infizierter Tiere.
Allerdings gelingt die Anzucht nach bisherigen Erfahrungen auch dann nur in weniger
als 10% der Falle (Chen et al. 2014; Oka et al. 2014).

Fir den serologischen Nachweis sind kommerzielle ELISAs verfugbar, die jedoch
eine sehr variable Sensitivitat und Spezifitat besitzen (Strandbygaard et al. 2016).
Momentan gilt die Antikdrperdiagnostik Uber indirekte Immunfluoreszenzfarbungen
als Goldstandard. Hierbei wird eine mit PEDV Antigen-beschichtete Platte mit den zu
testenden Serumproben inkubiert  und anschliefend mittels  eines
Fluoreszenzfarbstoff-markierten, speziesspezifischen Sekundarantikorpers gefarbt
(siehe Abb. 6). Verlassliche Neutralisationstests konnten noch nicht etabliert werden.
Als Probenmaterial fur die Antikorperdiagnostik eignet sich vor allem Serum, aber
auch in Milch oder Kolostrumproben sowie aus Speichelproben lassen sich mit
geeigneten Testverfahren Antikorper nachweisen (Diel et al. 2016; Gerber et al.
2016a).
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Abb. 6: Immunfluoreszenzférbung infizierter Vero-Zellen (Nierenzellen der griinen
Meerkatze); Griin: virushaltiges Zytoplasma, rot: Zellkerne.
© Friedrich-Loeffler-Institut

Differentialdiagnosen

Durchfallerkrankungen im Bestand konnen unterschiedlicher Genese sein.
Differentialdiagnostisch ist im Hinblick auf die PED vor allem die Abklarung der
meldepflichtigen Transmissiblen Gastroenteritis (TGE) notwendig. Die TGE, die von
einem eng verwandten Coronavirus verursacht wird, ist klinisch nicht von PED zu
unterscheiden, so dass eine labordiagnostische Differenzierung mittels RT-PCR

notwendig ist.

Klinisch ebenfalls schwer abzugrenzen, sind Infektionen mit den neuartigen porzinen

delta-Coronaviren, die in Europa bisher nicht nachgewiesen wurden (EFSA 2014).

In der Altersklasse der Saugferkel konnen porzine Rotaviren (Rotavirus A) eine Rolle
spielen, wobei die Symptome in der Regel bei Tieren im Alter bis zu sechs Wochen
beobachtet werden, und die Diarrhoe bei milden Verldaufen bereits nach 24-28
Stunden selbstlimitierend ist. Die PED betrifft im Bestand ggf. auch altere Tiere,
wenn auch mit deutlich schwacherer Symptomatik (siehe oben). Sowohl Infektionen
mit delta-Coronaviren (PDCoV) als auch mit porzinem Rotavirus A konnen mittels
spezifischer Erregernachweise in der RT-PCR von PEDV abgegrenzt werden.
Desweiteren kommen bakterielle Ursachen wie E.coli (sowohl als haufigste Ursache
von Saugferkeldurchfallen, als auch kurz nach dem Absetzen auftretend) und

Clostridium difficile oder Clostridium perfringens Typ A und C in Betracht, wobei hier
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Clostridium perfringens Typ C mit hamorrhagisch-nekrotisierenden Enteritiden in den
ersten Lebenstagen im Vordergrund steht. Sind vorrangig Absetzer und Tiere bis 60
kg Korpergewicht klinisch betroffen, mussen auch Infektionen mit Salmonella
Choleraesuis, S. Typhisuis und hauptsachlich S. Typhimurium in die
Differentialdiagnostik mit einbezogen werden. Durch Salmonellen verursachte
Durchfalle sind bei Saugferkeln eher die Ausnahme. Diese Tiere stellen im Betrieb in
der Regel ein latentes Keimreservoir dar, ebenso wie altere Mastschweine und
Zuchttiere (Rolle und Mayr 2011). Desweiteren sind Parasiten wie Kryptosporidien
(5-8 Wochen alte Ferkel, Infektion verlauft oft symptomlos, kann aber auch v.a. bei
Koinfektionen mit beispielsweise Rotaviren zu Durchfall und Erbrechen fiihren) und
Kokzidien (Isospora Suis) weit  verbreitet. Kokzidien verursachen

Durchfallerkrankungen bei zwei bis drei Wochen alten Tieren (Boch 2006).
MaRnahmen

Aufgrund der viralen Genese ist eine kausale Therapie nicht mdglich. Es kann
lediglich versucht werden, die Saugferkelverluste durch eine unterstitzende
symptomatische Therapie zu minimieren. Ein gutes Management der betroffenen
Tiere, wie das Sicherstellen der ausreichenden Aufnahme einer Elektrolytldsung und
ggf. von Milchaustauscher fur den Fall des Sistierens der Milchproduktion der
betroffenen Sau, ist sicherzustellen. Ebenso ist zusatzliche Warme notwendig, um
einem Auskuhlen der meist feuchten Ferkel entgegenzuwirken. Aus ahnlichem

Grund ist ein Trocknen der Ferkel hilfreich (Carvajal et al. 2015).

Das Virus wird im Ausbruchsfall in hohen Dosen ausgeschieden und die infektidse
Dosis ist v.a. fur Saugferkel sehr gering. PEDV ist nicht sehr umweltstabil, kann
jedoch bei Temperaturen von 4° bis 50° Celsius und pH-Werten zwischen 4 und 9
replikationsfahig bleiben (Hofmann und Wyler 1989). Das Virus kann grundsatzlich
durch eine Vielzahl von sauren oder basischen Desinfektionsmitteln inaktiviert
werden. Einfache Desinfektions- und HygienemalRnahmen, wie Duschen und
Kleiderwechsel, konnen die Verschleppung verhindern (Carvajal et al. 2015; Lee
2015).

Um Infektionsketten im Bestand zu unterbrechen, wird haufig eine ,Feedback®-
Infektion der Sauen im Bestand mit Kot- oder Dinndarmmaterial infizierter Ferkel
durchgefuhrt. Diese MaRnahme ist in Ermangelung einer geeigneten Vakzine eine

Moglichkeit, die Immunitatslage der Sauen zu stabilisieren. Es wird eine Immunitat
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des nachsten Wurfs Uber maternale Antikdrper induziert. Dieses Verfahren wurde in
den USA wahrend der verheerenden Ausbriiche mit sehr unterschiedlichen Erfolgen

angewandt (Schwartz et al. 2014).

Wichtige Eckpunkte fur ein funktionierendes ,Feedback®-Protokoll sind folgende: Der
Bestand sollte geschlossen werden, d.h. alle Jungsauen, die zur Remontierung in
den nachsten vier bis sechs Monaten bendtigt werden, sollten sich im Bestand
befinden. Nach der labordiagnostischen Bestatigung von PEDV im Bestand sollten
alle Sauen gleichzeitig mit virushaltigem Kot- oder Darmmaterial klinisch kranker
Tiere oral infiziert werden, wobei eine wiederholte Exposition die Immunreaktion
stimuliert und in hdéheren Antikorperspiegeln in Serum und Kolostrum resultiert
(Clement et al. 2016). In der Folge sind alle Sauen auf klinische Symptome hin zu
untersuchen und Sauen, die einige Tage nach der Infektion keine Klinik gezeigt
haben, sollten re-exponiert werden. Nach einer Beobachtungszeit von 30 Tagen
sollten seronegative Sentinel-Tiere zugestallt werden und diese ebenfalls 30 Tage
auf klinische Symptome und Antikérper untersucht werden (Carvajal et al. 2015;
Geiger und Connor 2013; Schwartz et al. 2014). Im Schnitt werden fur die Sanierung
12 Wochen bendtigt (Goede und Morrison 2016).

Diese MalRnahme einer ,Feedback™Infektion der Sauen ist nicht gesetzeskonform
und auch aus Grinden der Biosicherheit und Hygiene und im Hinblick auf

Tierseuchenbekampfung und —prophylaxe nicht zu empfehlen.
Pravention

Zur Vermeidung des Eintrags von PEDV in den Bestand sind strikte
Hygienemalinahmen einzuhalten. Darunter fallen unter anderem Kleidungswechsel,
Duschen und Desinfektion von Transportfahrzeugen zwischen Betrieben sowei
strikte Einschrankung des Personenkreises, der Zutritt zu den Stallungen hat
(Carvajal et al. 2015).

Bisher ist in Europa kein Impfstoff gegen die PED zugelassen. Eine Vielzahl an
Lebend- und Totimpfstoffen (siehe Tabelle 1, (lowa State University of Science and
Technology 2004)) von unterschiedlichen Herstellern sind in Asien, vor allem
Sudkorea, aber auch China und Japan, verfigbar. Es handelt sich teilweise um
Kombinationsimpfstoffe, die parallel TGEV und Rotaviren mit erfassen. Die
Wirksamkeit der bisher auf dem Markt verfugbaren Vakzinen wird kontrovers

diskutiert. Die Impfstoffe induzieren einen partiellen Schutz, durch den zwar eine
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schwerwiegende klinische Symptomatik meist verhindert werden kann, die
Virusausscheidung jedoch nicht verringert oder gar verhindert werden kann. Auch in
geimpften Bestanden werden im asiatischen Raum immer wieder Ausbruchsfalle
gemeldet (Gerdts und Zakhartchouk 2016; Song et al. 2015; Song und Park 2012).

In den USA sind ebenfalls zwei Vakzinen zugelassen, von denen sich eine noch in
der vorlaufigen Zulassungsphase befindet (Schwartz und Rademacher 2016). Beide
sollen als Muttertierschutzimpfung eingesetzt werden. Aber auch hier gibt es
Untersuchungen, dass vor allem Sauen, die vollstandig naiv sind (d.h. nicht
vorinfiziert und erstmalig geimpft), nur einen unzureichenden laktogenen Schutz an

die Ferkel vermitteln (Schwartz und Rademacher 2016)
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Generell ist zu bedenken, dass eine Immunitat nicht lang anhaltend ist. Studien
lassen vermuten, dass ein effizienter Schutz durch Antikérper sechs Monate nach
erfolgter Infektion nicht mehr gewahrleistet ist, insbesondere im Hinblick auf
maternalen Schutz der Saugferkel (Srijangwad et al. 2017). Dies erklart, warum es
selten zu einer soliden Herdenimmunitat kommt und selbst Mastschweine, die als

Saugferkel eine PED durchgemacht haben, erneut erkranken kénnen.

Die PED unterliegt weder der Anzeige- noch der Meldepflicht, so dass es keine
offizielle Statistik der Falle und Untersuchungen gibt. Nichtsdestotrotz Iasst sich
sagen, dass die PED eindeutig eine ,emerging disease® ist, deren Einfluss im
Hinblick auf die Schweineindustrie in Deutschland insgesamt bisher Uberschaubar
bleibt. Dennoch hat die Erkrankung fur betroffene Betriebe wirtschaftliche Einbufien
zur Folge und die Betriebssanierung gestaltet sich schwierig. Zur Bekampfung
stehen nur veterinarhygienische MalRnahmen zur Verfigung, da bislang keine

Impfstoffe in Europa zugelassen sind.
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3.2 Immunreaktion des Wirtes auf PEDV

Enterale Infektionen mit Coronaviren stimulieren wie alle viralen Infektionen sowonhl

den angeborenen als auch den adaptativen Teil des Immunsystems des Wirtes.

Zytokine, Interferone und die Aktivierung dentritischer Zellen sowie Makrophagen
und natirlicher Killerzellen (NK) sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen
Immunsystems (Annamalai et al. 2015) und damit essentiell fur die Abwehr viraler
Infektionen sowie die Reaktion des erworbenen Teil des Immunsystems
(Brandstadter und Yang 2011). Die angeborene Immunreaktion des Wirtes auf PEDV
ist im Wesentlichen gekennzeichnet durch eine vermehrte Ausschittung von
Interferonen (Typ | Interferone a und —B3, sowie Typ Il Interferon y) (Gerdts und
Zakhartchouk 2016; Zhang und Yoo 2016). Die Interferon-Ausschuttung versetzt
infizierte Zellen sowie nicht-infizierte Nachbarzellen Uber verschiedene
Signalkaskaden in einen antiviralen Zustand. Um diesen Kkorpereigenen
Abwehrmechanismen zu entgehen, weist PEDV verschiedene Strategien basierend
auf Nichtstrukturproteinen (Nsp), insbesondere Nsp 1, und dem Nukleokapsidprotein
auf, die antagonistisch auf die Interferon-Ausschuttung wirken und dem Virus trotz
der Gegenmalinahmen des Immunsystems einen effzienten Eintritt in die Wirtszellen

und damit die Replikation zu ermdglichen (Ding et al. 2014; Zhang et al. 2016).

Betrachtet man die adaptative Seite der Immunabwehr naiver immunkompetenter
Tiere, so ist eine vergleichsweise schnelle Reaktion zu beobachten. Infizierte Tiere
reagieren mit Serokonversion bereits 7 Tage nach der Infektion (Crawford et al.
2015), allerdings vermittelt eine einmalige Infektion keinen lebenslangen Schutz. Die
Antikérper sind von begrenzter Lebensdauer. Bisher ist nicht abschlieend geklart
wie lange infizierte Tiere seropositiv bleiben und wie lange sie vor erneuter
Erkrankung geschutzt sind. Erste Untersuchungen haben ergeben, dass Antikorper
bis sechs Monate nach Infektion nachweisbar sind (Ouyang et al. 2015). Andere
Studien kommen zu dem Ergebnis, dass nach vier Monaten noch 60% der Tiere
seropositiv sind und damit ein Teil des untersuchten Bestandes bereits wieder fur

eine Infektion empfanglich ist (Bjustrom-Kraft et al. 2016).
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3.3 Laktogene Immunitat

Die beschriebenen wirtseigenen Abwehrmechanismen gelten im Wesentlichen flr
immunkompetente Tiere. Neonaten verfugen zwar bereits Uber ein — allerdings
unreifes — Immunsystem, sind aber nicht in der Lage, mit derselben Effizienz auf eine
Infektion mit PEDV zu reagieren. Studien zur Reaktion des Immunsystems auf PEDV
in Schweinen verschiedener Altersklassen haben gezeigt, dass die angeborene
Immunabwehr altersabhangig ist. Saugferkel weisen nach einer Infektion weniger
Interferon y produzierende NK-Zellen und andere Zytokinmuster auf als Absatzferkel
(Annamalai et al. 2015). Diese Beobachtungen korrelieren mit einer unterschiedlich

starken Auspragung der PED-Symptomatik (Jung et al. 2015).

Ferkel werden aufgrund der fur maternale Immnunglobuline und Immunzellen
undurchgangigen Plazenta agammaglobulinamisch geboren. Sie verfiugen des
Weiteren Uber ein immatures Immunsystem und weisen nach der Geburt keine T-
Effektor- und T-Gedachtniszellen auf (Sinkora und Butler 2009). Daher ist es
notwendig, dass sie Uber die Aufnahme von Kolostrum und Milch maternale zellulare
und humorale Immunkomponenten erhalten. Neben einer Vielzahl an Immunzellen
(Sauenmilch enthalt Uber 1x10e7 Zellen pro ml), ist die Aufnahme von
Immunglobulinen, vor allem Ig G und sekretorisches Ig A von Bedeutung (Evans et
al. 1982). Der Gehalt an maternalen Immunglobulinen ist abhangig von der
Antikorperkonzentration im Serum der Sau und der Stimulation spezifischer
Antikodrper-Isotypen an der Eintrittspforte des Virus (im Fall von PEDV im Dinndarm)
(Salmon et al. 2009). Die Zusammensetzung des Kolostrums und der Milch ist
weiterhin hormonabhangig. Der hohere Gehalt an Ig G im Kolostrum ist durch
Progesteron-abhangigen Transport von Ig G1 aus dem Serum in das DriUsenepithel
der Milchdrise begriundet. Erhohte Gehalte an Prolaktin und Kortikoide im Serum der
Sau wiederum stimulieren Milchproduktion mit einem hdheren Gehalt an Ig A
(Chamley et al. 1973; Curtis und Bourne 1971; Hammer und Mossmann 1978; Killian
et al. 1973; Schnulle und Hurley 2003; Watson 1980). Immunglobulin A ist
saurestabiler als IgG und daher in der Lage eine solide Schutzwirkung im
Darmbereich zu vermitteln (Curtis und Bourne 1971; Langel et al. 2016; Song und
Park 2012).

34



3.3 Literaturtbersicht — Laktogene Immunitat

Wie aus Studien zur TGE bereits bekannt ist, spielt die Art des Erregerkontaktes
beziehungsweise die Applikationsform der Impfung eine Rolle in Bezug auf die
Qualitat der laktogenen Immunitat. So fuhrt die natirliche Infektion der Sau in der
Trachtigkeit zu einem soliden Schutz der Saugferkel vor einer Erkrankung. Fur den
Schutz verantwortlich sind sowohl zellulare (yd-T-Zellen) als auch humorale
Komponenten (Immunglobuline G und A) (Bohl et al. 1972; Bohl et al. 1972; Song et
al. 2007; Wesley und Lager 2003). Durch den oralen Kontakt der Sau mit dem Virus
wird die Darm-Milchdrisen-Achse stimuliert, es kommt zur Abwanderung von
spezifischen Plasmazellen und es wird vor allem die Bildung von sekretorischem Ig A
angeregt. Im Gegensatz dazu fuhrt eine parenterale Immunisierung in der Regel zu
erhohten Ig G-Gehalten im Serum und Kolostrum des betreffenden Tieres, aber die
Ig A Titer im Blut bleiben auf niedrigem Niveau und vermitteln keinen effektiven
Schutz an die Ferkel (Schwartz und Rademacher 2016). Dadurch fallt der Schutz der
Ferkel nach naturlicher oraler Infektion effektiver aus als nach parenteraler
Immunisierung (Bohl et al. 1972; Park et al. 1998).
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3.4 Ubersicht iiber aktuelle Impfkonzepte gegen PEDV

Man unterscheidet zwischen Vollvirusimpfstoffen und Impfstoffen, die lediglich
Immunogene des Virus gegen das immunisiert werden soll enthalten.
Vollvirusvakzinen kdnnen chemisch inaktivierte Virionen enthalten. Diese Art von
Impfstoffen ist in der Herstellung simpel, bendtigt aber in der Regel die Zugabe eines
Adjuvans, um eine ausreichende Immunstimulation zu erzeugen. Eine andere Form
der Vollvirusvakzine ist das lebend attenuierte Virus. Derartige Impfstoffe werden z.B.
durch eine wiederholte Passagierung des Ausgangsviruses Uber Zellkulturen erzeugt
und sind in der Regel in der Lage eine starke, belastbare Immunantwort im
Impfkandidaten hervorzurufen. Allerdings bergen attenuierte Vakzinen das Risiko der
Ruckmutation zum virulenten Ausgangsvirus und besitzen oft eine gewisse
Restvirulenz (Gerdts und Zakhartchouk 2016).

Eine andere Impfstoffform stellen Subunit- oder Vektorvakzinen dar. Hier wird das
Antigen, im Falle von PEDV in der Regel das Spike-Protein (Makadiya et al. 2016),
von einem Tragervirus oder beispielsweise Hefe- oder Pflanzenzellen exprimiert und
so eine Immunreaktion im geimpften Tier angeregt. Diese Art der Impfstoffherstellung
ist teuer und der Schutz ist unter Umstanden nicht vollstandig gegeben. Ein weiteres
Beispiel fur ein Impfstoffkonzept sind DNA-Vakzinen. Bei dieser Form der
Immunisierung werden rekombinante Plasmide erzeugt, die einen Genabschnitt
eines Antigens des Impfvirus tragen. Diese Plasmide werden dem Impfling injiziert,
das Antigen wird daraufhin von korpereigenen Zellen synthetisiert und das
Immunsystem reagiert mit der Bildung von spezifischen Antikérpern (Gerdts und
Zakhartchouk 2016; Meng et al. 2013).

Diese Art Impfstoffe hat den Vorteil, dass eine durch die Immunsierung
hervorgerufene klinische Auspragung der Erkrankung unwahrscheinlich bis

ausgeschlossen ist (Gerdts und Zakhartchouk 2016).

Bei der Betrachtung von Impfkonzepten ist generell zwischen der Immunisierung
bereits immunkompetenter, reiferer Tiere und naiver Neonaten zu differenzieren.
Aufgrund der Tatsache, dass Neonaten uber ein groftenteils noch immatures
Immunsystem verfligen, erzielt eine Immunisierung in den ersten Lebenstagen oft

nicht den gewtinschten Schutzeffekt (Chattha et al. 2015). Da PEDV insbesondere

bei Saugferkeln schwere klinische Symptome zur Folge hat, verspricht lediglich ein
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Muttertierschutzimpfkonzept ausreichenden Schutz dieser Altersklasse vor einer
Erkrankung (Song et al. 2015).

Aktuell sind auf dem Markt sowohl lebend attenuierte als auch Totvakzinen gegen
PEDV verfugbar (CFSPH 2004). Diese Impfstoffe erfassen haufig zusatzlich TGEV
und/oder Rotaviren (bi- bzw. trivalente Vakzinen) und werden hauptsachlich in China
und Sudkorea eingesetzt (Gerdts und Zakhartchouk 2016; Song et al. 2015). Die
Imfpstoffe sind zumeist wirksam, allerdings entwickeln nicht alle geimpften Sauen
eine verlassliche laktogene Immunitat (Song et al. 2015). Feldbeobachtungen
zeigen, dass es auch in geimpften Herden immer wieder zu PED Ausbrichen mit
zum Teil schwerer klinischer Symptomatik kommt. Als Begrindung wird oft eine
mangelnde Induktion der mukosalen Immunabwehr aufgrund parenteraler
Immunisierung angefuhrt, aber auch die Sequenzhomologie zwischen Impf- und
Feldvirus ist von Bedeutung (Li et al. 2012; Sun et al. 2012).

Um verlassliche Impfkonzepte gegen PEDV zu entwickeln, ist es notwendig
genauere Kenntnisse Uber die Belastbarkeit der maternalen Immunitat nach
naturlicher Infektion und homologer Belastungsinfektion der Ferkel zu erhalten. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind im Folgenden dargestellt. Desweiteren
wurden zwei aktuelle deutsche PEDV Stamme in vivo hinsichtlich ihrer Virulenz im
Saugferkel charakterisiert, um ein den aktuellen epidemiologischen deutschen

Verhaltnissen angepasstes Belastungsinfektionsmodell zu etablieren.
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Virulence of current German PEDV strains in suckling pigs and investigation of

protective effects of maternally derived antibodies

Abstract

Porcine epidemic diarrhea (PED) has caused tremendous losses to the United States
pig industry since 2013. From 2014, outbreaks were also reported from Central
Europe. To characterize the Central European PEDV strains regarding their virulence
in suckling piglets, and to assess the protective effect of maternally derived
antibodies (MDA), four trial groups were randomly assigned, each consisting of two
pregnant sows and their litter. To induce MDA in a subset of piglets, two sows
received a cell culture-adapted PEDV strain, and another two sows were inoculated
with field material from German PED outbreaks. Four sows stayed naive.
Subsequently, all piglets were inoculated with the corresponding PEDV strains at an
age of 3 to 6 days, and virus shedding, clinical signs and occurrence of specific

antibodies were assessed.

Piglets without MDA showed a morbidity of 100% and low lethality, while almost all
MDA-positive piglets stayed clinically healthy and showed considerably lower virus

shedding.

Taken together, the Central European PEDV strains showed rather low virulence
under experimental conditions, and pre-inoculation of sows led to a solid protection of
their offspring. The latter is the prerequisite for a sow vaccination concept that could

help to prevent PED induced losses in the piglet sector.

Keywords

Porcine epidemic diarrhea, PEDV, European strains, maternally derived antibodies,

sow vaccination, virulence
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Introduction

Porcine epidemic diarrhea (PED) is a highly contagious enteric disease of swine,
affecting pigs of all ages. Severe clinical signs and high mortality rates are especially
observed in suckling piglets and severity of disease decreases with age. However,
strain virulence and management conditions also impact on the clinical disease and

outcome -3,

The disease is mainly characterized by watery diarrhea and vomiting which leads to
dehydration and deteriorating constitution. The causative agent is PED virus (PEDV),
an enveloped, single-stranded, positive-sense RNA virus of the genus

Alphacoronavirus within the Coronaviridae virus family of the order Nidovirales .

Porcine epidemic diarrhea first emerged in 1971 in England termed Epidemic
Diarrhea (ED) 8. These early outbreaks were characterized by severe clinical signs
and mortality rates of up to 100 % in young fattening pigs. In the beginning, no cases
were reported from suckling pigs. Later on, pigs of all ages showed similar disease in
different European countries, and over the following years, PED was reported from
Belgium, the United Kingdom (UK), The Netherlands, Germany, Hungary, Bulgaria,
France, Switzerland, and Spain "°. For unknown reasons, the occurrence of PED in
Europe decreased markedly after the 1980’s evidenced by lacking reports of further
outbreaks and a very low seroprevalence in the nineties and the following years 1911,
There were only sporadic outbreaks reported associated with low mortality, e.g. in
The Netherlands, Hungary and the UK ', In contrast, PEDV caused outbreaks of
higher economic impact in Asia 156, Still, endemic infections are reported from Asia,
and the impact on the productivity of industrialized pig farms remains high '7-'8, Since
2005, PED cases were again sporadically reported from Europe, i.e. ltaly, but without

much leverage on the pig industry 1°.

In 2011 and 2012, new, highly virulent PEDV variants were reported from China that
caused tremendous losses, especially in the piglet sector 2°2'. In the following,
starting in April 2013, PED occurred for the first time in the United States (US) and
rapidly spread through nearly the whole country. High mortality rates of up to 95%
were reported among suckling pigs, which led to unimaginable economic losses of
whole piglet batches. The exact origin and introduction route of these highly virulent
PEDV strains could not be finally elucidated 222%. Phylogenetic analyses showed that

the causative strains cluster together with the above mentioned Chinese isolates
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from 2011 and 2012 2426, With the disease threatening to spread, European farmers
and veterinarians were alerted and asked for data on PED prevalence and possible
impact. Consequently, surveillance in Europe was reinforced and PED cases were
indeed reported from Central Europe i.e. Germany 2?7, the Ukraine 28, , France ?°,
Austria 3°, Portugal 3" and Belgium 2. In Germany, cases were reported starting from
May 2014 especially in the South-Western and North-Western part 2527:33, In general,
the impact on the pig industry remained low. Retrospective analyses demonstrated
that a considerable seroprevalence was present only in Italy 4. Thus, a recent re-

introduction is most likely.

Based on partial and full-genome sequences, strains from recent US outbreaks are
clearly distinct from the original European PEDV strains 2%, and two different virus
types were found. On the one hand there are so called “original US PEDV”, which are
commonly referred to as NON-INDEL strains (meaning no insertions and deletions in
the open reading frame (ORF) encoding for the spike protein), and on the other hand
so called “S-INDEL” variants that show insertions and deletions in spike protein
encoding region 3. The latter were supposed to cause milder disease course with
low mortality. With exception of PEDV strains from Ukraine 28, the current European
strains were identified as S-INDEL strains closely related to OH851 from the U.S. 2.
However, field virulence and mortality rates differed between European countries with
low overall impact 2528293336 |n Germany, mortality ranged from almost zero to more
than 70% in suckling pigs with almost complete genetic identity of the causative
PEDV strains 2%33, Here we report about our studies of both the virulence of recent S-
INDEL PEDV strains from Central Europe under controlled laboratory conditions, and
the protective effect of maternally derived antibodies (MDA). Up to now, PED control
is mainly achieved by strict veterinary hygiene and biosecurity, and vaccination is not
practiced outside of Asia and - more recently - America. However, taking into account
the current threats, vaccination strategies are revisited. To protect the most
susceptible host, the suckling pig, mainly a sow vaccination concept seems
reasonable. A prerequisite would be a solid protection through maternally derived
antibodies (MDA).

This aspect was investigated in our study for two Central European PEDV strains.
The trial design involved four groups, each consisting of two pregnant sows and their
litter. To induce MDA in a subset of piglets, two sows received a cell culture-adapted

PEDV strain (A1), and another two sows were inoculated with field material from
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German PED outbreaks (B1) four weeks before farrowing. Four sows stayed naive
(groups A2 and B2). Subsequently, all piglets were inoculated with the corresponding
PEDV strains at an age of 3 to 6 days, and virus shedding, clinical signs and
occurrence of specific antibodies were assessed. It was demonstrated that MDA
have a strong protective effect and thus, further studies into vaccination concepts are

warranted.
Results

Clinical and pathological observations

Clinical signs upon inoculation of sows

Two sows, which were inoculated with a cell culture-adapted PEDV strain (PEDV EU,
group A1) showed slight depression over a period of four days, accompanied by

reduced feed intake.

In contrast, the two sows of group B1 (inoculated with German field PEDV, DE)
showed diarrhea and vomiting upon inoculation. Moreover, both sows were anorectic
for one day. Thereafter, one of the sows (ear tag 6150) was still showing slight

depression over four days whereas the other was free of clinical signs again.

All four sows of groups A2 and B2, which stayed naive prior to farrowing, remained

healthy during the pre-farrowing time.

Clinical signs upon inoculation of piglets

Sows which were naive before farrowing and got infected via their inoculated piglets
during the trial, showed more severe clinical signs according to our standardized
score system for sows (table 1) than sows, which were directly inoculated four weeks
before farrowing (see above). Almost complete anorexia, watery diarrhea, and
decrease in milk production was observed from 60 h after the inoculation of the
piglets in sows of groups A2 and B2 (see Supplementary Fig. F1 online). The lack of
milk production led to a more severe situation for their unprotected infected piglets

(malnutrition).
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Table 1: Clinical score system for sows in PED infection studies. The humane

endpoint was defined as a cumulative score >6. Moreover, euthanasia was carried

out after abortion or other signs indicative for inacceptable suffering.

Score | General behavior Feed intake/suckling Gastrointestinal signs
0 No abnormalities No abnormalities Physiological feces
Mild depression, . .
1 Reduced interest in feed Pasty feces
reluctance to move
Reduced general
condition, extended
S Hardly interested in feed | Watery feces, reddened
2 resting, indication of _ . _ N
_ . without clear feed intake anal region, vomiting
decreasing milk
production
Strong depression, .
. Watery feces with blood
almost entirely o .
or fibrin added, highly
3 resting, decreased Total anorexia

milk production,

abortion

reddened anal region,

vomiting
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Sows, which were inoculated before farrowing (sows of groups A1 and B1), did not
show any clinical signs indicative for PED upon challenge of their piglets. One sow of
group A1 died from septicaemia two days after farrowing (necropsy revealed severe
peritonitis after uterine rupture and intestinal invagination). The respective piglets

(which had all taken colostrum) were reared by the remaining sow of group A1.

As can be seen in figure 1, none of the MDA-positive piglets showed any severe
clinical signs indicative for PED upon challenge inoculation. Very mild signs were
discontinuously observed in some animals (pasty feces). One litter (group B1, sow
4423) showed general weakness and remittent shivering leading to clinical scores
prior to inoculation. A viral genesis could not be detected by routine PCRs (Porcine
enteroviruses (PEV), Suid alphaherpesvirus-1, Classical and African swine fever

virus, Atypical porcine pestivirus).

Piglets without MDA and inoculated with the cell culture-adapted virus (PEDV EU,
group A2) started vomiting 24 hours post inoculation (hpi), and showed diarrhea from
36 hpi. The clinical signs remained over 6 to 7 days with diarrhea as the leading sign
(see figure 1, upper graph). MDA-negative piglets challenged with the German field
material (DE), started to show signs indicative of PED at 24 hpi, also beginning with
vomiting followed by diarrhea. Clinical signs persisted over 10 to 11 days (figure 1,
lower graph). As the respective sows showed an almost complete cessation of milk
production, piglets showed signs of malnutrition. Two piglets had to be euthanized
with an endpoint clinical score because of dehydration and general weakness.
Necropsy of the euthanized piglets showed gas-filled intestines. All other piglets were
without specific results indicative for PED at the time point of necropsy (end of the

trial).

Clinical score values differed significantly between groups with and without MDA from
2 to 10 days post inoculation (dpi). In addition, a statistically significant difference was
observed at 1 dpi between groups A1 and A2, and 12 to 14 dpi between groups B1
and B2. The above mentioned condition in one litter of group B1 led to a significant

difference at the day of challenge that was however not PED related.
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Fig. 1: Cumulative clinical scores and piglet survival shown per litter per sow:
The bars indicate the clinical scores of each litter per sow and the black line across
the top of the graph represents the number of surviving piglets over time; upper chart:
animals inoculated with cell culture adapted PEDV-strain (Group A1 (sows 1871 and
4249) and A2 (sows 4343 and 4454)), lower chart: animals inoculated with German
field material (Group B1 (sows 4423 and 6150) and B2 (sows 4365 and 1866)),

standard deviation is shown in error bars
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Shedding of virus

PEDV shedding among sows

Sows infected with cell culture-adapted PEDV (group A1) shed virus from 4 or 5 days
post inoculation (dpi) for 7 to 10 days, while the group inoculated with the field virus
(B1) was PCR-positive from 4 dpi for 9 to 10 days. All naive sows were negative prior

to the inoculation of piglets.

PEDV shedding of piglets

Detection of PEDV genome occurred in all groups but to a much lesser extent in the
MDA-positive animals (see figure 2, PEDV EU in the upper graph, field material DE in
the lower). In general, the amount of detectable PEDV genome was influenced by the
faecal load on the swab. However, as this phenomenon occurred in all groups, it was
regarded as systematic error. All below mentioned genome copy numbers refer to 1
Ml RNA extracted from 100 ul faecal suspension (all swabs were submerged in 1 ml

medium, irrespective of their load).

Piglets of groups A1 and A2 showed viral RNA in rectal swabs beginning 1 dpi until
20 dpi, and the genome load was markedly lower in piglets of group A1 with MDA.
Significant differences were found among groups A1 and A2 on 1, 2, 13, and 17 dpi
with higher genome loads in the animals without MDA (A2). On the other days, the
genome loads were still higher in group A2, but not significantly different. It was quite
the same in group B. In this case, genome loads were significantly higher on 1 to 5
dpi and 13 to 18 dpi in piglets without MDA (B2).

In more detail, all animals of group A2 were found positive at 1 dpi with genome
loads between 1100 and 147000 genome copies per pl, whereas only low virus

shedding could be detected in group A1 with genome copy numbers ranging from 0.2
to 64 per pul (see figure 2, upper chart). At 2 dpi, a comparable picture was seen at
lower level. However, single results varied considerably (genome copies ranging from
0 to 47000 in group A2 and 0 to 26 in group A1). Only low copy numbers were
detected for all animals at 3 dpi (no significant differences). Up to 7 dpi, mainly low
genome loads were detected with single animals showing considerable shedding (up
to 213500 copies per pl for a MDA negative piglet at 5 dpi). At 7 dpi all but one
piglets of group A2 still showed genome loads of 0.4 to 33000 genome copies per ul.
Animals of group A1 showed generally lower genome loads with 0.2 to 850 genome
copies per ul. Only one piglet of this groups shed higher genome loads with 9600
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genome copies per ul. Thereafter, shedding decreased, with faster decline in the

MDA positive groups (see figure 2, upper graph).

Compared to group A2, MDA negative animals of group B2 showed higher initial
virus shedding (up to 18000000 copies per ul) at 1 and 2 dpi. Only a few animals of
the MDA positive group were detected positive for a few days with genome loads
ranging from 0.15 and 37 genome copies. From 3 dpi, virus shedding decreased
gradually with scattered positive findings and high variability. From 17 dpi, all MDA
positive animals (A1) were negative while shedding still occurred in MDA negative

animals of group A2 (see figure 2, lower graph).
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Fig. 2: PEDV-shedding detected via RT-qPCR:
The graph shows the amount of genome copies per group using a logarithmic scale
with 1e+8 meaning 108; red lines mark the mean (average) of each box plot, black
lines mark the median of each box plot; upper chart: Group A1 and A2 (cell culture
isolate; PEDV EU), lower chart: B1 and B2 (German field material, DE); statistically
significant differences between groups with and without maternal derived antibodies
(compared by day) are marked with ** (p-values between 0.001 and 0.034).
To indicate the number of samples included in each boxplot, the survival curve is

given above the respective figure part.
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Detection of other relevant pathogens

The inoculum of the sows was tested negative for transmissible gastroenteritis virus
and porcine delta coronavirus. Positive results were obtained for porcine circovirus 2,
rotavirus A, and porcine enteroviruses. The piglet inoculum was tested positive for
PEV genome (cq value: 30) and showed negative results for all other pathogens.
However, no PEV-shedding could be detected in piglets, which showed signs that
might have been indicative for PEV infection (group B2; litter of sows 4423 and
6150).The cell culture adapted virus (PEDV EU, groups A1 and A2) was free of all

tested pathogens.

Antibody detection in serum and colostrum

Prior to the study, sows were tested for PEDV-specific antibodies by three
commercial indirect 1gG isotype antibody ELISA. All but one animal showed clear
negative results. The serum sample of the remaining sow which had shown
inconclusive results was retested by indirect immunofluorescence with clear negative

results.

All sows, which were inoculated with PEDV prior to farrowing (groups A1 and B1),
showed IgG isotype antibodies in blood and colostrum samples at the day of

farrowing using the ELISA assays mentioned above.

In general, the used ELISA kits seemed to vary regarding specificity and sensitivity.
Nevertheless, the overall tendency of antibody levels in the different groups was

comparable (see Figure 3 a-c).

Colostrum samples were also tested positive for PEDV S protein specific IgA isotype
antibodies using an in-house ELISA. In those pre-inoculated animals, antibody levels
in blood decreased till the end of the trial. Sows in groups A2 and B2 had no
detectable PEDV specific 1gG isotype antibodies in blood or colostrum at the day of
farrowing but developed rising levels till the end of the trial once they got exposed to
PEDV from their offspring.

Blood samples of all but two piglets received from pre-inoculated sows (both in group
A1) were shown to contain PEDV antibodies prior to inoculation (see figure 3 a-c,
upper right chart for PEDV EU and lower right chart for DE). At the end of the trial
72.0 % (B1/B2) to 81.8 % (A1/A2) of the piglets and all of the sera from the sows
were positive in the IgG-ELISA (see figure 3 a-c). All milk samples collected at the
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day of slaughter or death were negative for PEDV-specific 1gG, but showed varying
amounts of IgA isotype antibodies. This was also found in samples of sows which
were naive prior to farrowing (groups A2 and B2) (see Supplementary Fig. F2 online).
As can be seen in figure 3 a-c, a clear increase of serum antibodies was observed
over the course of the trial in MDA negative piglets of groups A2 and B2, whereas

antibody levels markedly decreased in the MDA positive groups A1 and B1.
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Fig. 3a: IgG detection in serum samples of piglets prior to challenge

and at day of death using a commercial indirect ELISA:

Comparison of three commercial ELISA assays for PEDV specific IgG antibodies,

results are shown as sample-to-positive ratio for each individual piglet, the horizontal
line marks ELISA cut-off; BIOVET; upper graphs: PEDV cell culture isolate (PEDV
EU): upper left: Group A1, upper right: Group A2; lower graphs: German field

material (DE): lower left: Group B1, lower right: Group B2
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Fig. 3b: IgG detection in serum samples of piglets prior to challenge
and at day of death using a commercial indirect ELISA:

Comparison of three commercial ELISA assays for PEDV specific IgG antibodies,
results are shown as sample-to-positive ratio for each individual piglet, the horizontal
line marks ELISA cut-off; INGENASA,; upper graphs: PEDV cell culture isolate (PEDV

EU): upper left: Group A1, upper right: Group A2; lower graphs: German field
material (DE): lower left: Group B1, lower right: Group B2
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Fig. 3c: IgG detection in serum samples of piglets prior to challenge
and at day of death using a commercial indirect ELISA:

Comparison of three commercial ELISA assays for PEDV specific IgG antibodies,
results are shown as sample-to-positive ratio for each individual piglet, the horizontal
line marks ELISA cut-off; IDVet; upper graphs: PEDV cell culture isolate (PEDV EU):

upper left: Group A1, upper right: Group A2; lower graphs: German field material

(DE): lower left: Group B1, lower right: Group B2
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Bacteriology

The fecal swabs taken at 0 dpi and 2 dpi did not show any growths of pathogenic

bacteria.
The bacterial flora was similar in the samples at 0 and 2 dpi.
Discussion

Following the disastrous PED outbreaks in the US, re-introduction was also
confirmed in Central Europe 252729-3234 Wjith the exception of the highly virulent
strains occurring in Ukraine 28, all recent European PEDV strains were so-called S-
INDEL variants with an expected lower virulence than the US-type NON-INDEL
PEDV variants. Overall, the PED impact on pig industry seemed to be low, but
sporadic cases with high mortality and long persistence of the disease in

continuously producing enterprises was observed 3.

Follow-up investigations showed that the reported virulence of the German PEDV
strains varied considerably among breeding herds (suckling pigs) while only mild
diarrhoea was observed in fatteners. Interestingly, the causative strains were highly
identical, even on the full-genome level 3. Detailed molecular analyses did not reveal

any significant impact of viral and bacterial co-infections or viral variants .

In order to assess strain-related virulence and disease dynamics among suckling
pigs in the presence and absence of maternally derived antibodies, the presented
study was carried out under controlled laboratory conditions. In a nutshell, the PEDV
strains obtained from recent German outbreaks (both cell culture and field material)
showed indeed a low virulence with only two MDA-negative piglets that had to be
euthanized at the humane endpoint. All remaining piglets recovered completely and
were able to compensate the weight loss by the weaning age. However, piglets with
MDA were almost completely protected from clinical disease. In direct comparison,
the field material induced more severe signs in naive piglets than the cell culture
isolate. Possible reasons include attenuation by cell culture adaptation but also
differences in inoculation dose and secondary pathogens. Regarding the inoculation
dose, it can be stated that the genome load was higher in the cell culture material
than in the field material. Provided that this gives at least an indication for the virus
titer, we can assume that the virus titer of the field material was at least not
considerably higher than that of the cell culture material. Testing of the field materials

for secondary pathogens showed low rotavirus A and enterovirus loads. The
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secondary materials used for the inoculation of the piglets in groups B1 and B2
contained PEDV and low PEV genome loads. The latter was however not found in

any of the piglets.

Despite the observed differences, 100 % morbidity and long-term shedding of viral

RNA was still observed for both variants in MDA-negative piglets.

In contrast to the study with a cell culture adapted US-type PEDV, published by
Poonsuk et al. in 2016 39, all sows that were naive prior to farrowing showed diarrhea
after challenge of their piglets. Disease progression in these sows was worse than
the disease course in the sows following direct inoculation prior to farrowing (groups
A1 and B1). Diarrhea and depression even led to a severe decrease of milk
production and thus inadequate nutrition of piglets. This underlines the importance of
the sow’s health status for the fate of PED-diseased piglets. The increased severity
could probably be explained by the more fragile immune system during the farrowing
and lactating period, but also with the higher virus loads in the stable and ongoing
contact to PEDV shed by the infected piglets 3°.

Shedding of viral RNA in both groups was detected over three weeks and beyond,
which is in line with former studies %3340 and field observations. The variability of
individual results was probably due to the different content of fecal material on the
swab. However, also the desquamation of intestinal cells and hereby the amount of
virus at rectal swabs might vary. In order to gain individual samples, pooled faecal
samples were not considered appropriate. The long-term shedding of virus could be
a most important issue for disease control and elimination. With shedding over such
a long time, it is possible that clinically healthy but still shedding piglets are sold and
brought to another holding for subsequent production steps where they pose a risk
for naive stable/pen mates. The risk of disease transmission by those piglets would

however need further investigation.

Most importantly, our study clearly shows that maternally derived immunity against
PEDV is able to protect piglets in the most vulnerable phase after birth. This is
prerequisite for a sow vaccination strategy which should be explored in light of the
tremendous impact of PED in the US and also farms in the Ukraine. With neonatal
piglets being born agammaglobulinemic and possessing limited, undeveloped
lymphoid tissues and no effector and memory T-lymphocytes 4!, it is absolutely

necessary that they receive maternal cell-mediated and humoral immune
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components through the ingestion of colostrum and milk 42. It is already shown for
TGEV that natural oral infection of sows leads to a more effective maternal derived
lactogenic protection for suckling pigs than systemic immunization 4344, This effect is
mainly based on a larger amount of secretory IgA in colostrum and milk because of
stimulation of the gut-mammary-axis of the sow. Systemic immunization usually
induces high levels of IgG in both the blood and colostrum, but IgA titers in blood
might stay on a low level offering no reliable lactogenic protection against infection of
piglets 4°. This is in line with the results of the provided study, in which high amounts
of IgG could be detected in colostrum but not in milk samples, whereas IgA could be
found in both — colostrum of pre-infected sows and milk of all sows. Thus, also the
sows that stayed naive prior to farrowing seroconverted upon challenge of their
piglets and low levels of IgA could be detected in milk samples at the end of the trial.
When revisiting PED vaccination, this route-dependent issue should be kept in mind
as it could explain the unsatisfactory protection against virus shedding and morbidity
of piglets from sows that were only parenterally immunized using different types of

vaccines 46,

Therefore, a sow vaccination concept against PEDV should probably prefer oral or

other mucosal immunization routes for proper protection of suckling pigs if possible
9,47,48

Regarding the duration of immunity in both sows and piglets, we could confirm that
the antibodies are rather short-lived. Sows pre-exposed prior to farrowing showed
already decreasing levels of IgG at the end of the trial (with ELISA results still being
positive). With a high antibody titer in the blood being a requirement for solid and
protective antibody titers — especially secretory IgA - in colostrum and milk, it seems
that sows would have to be re-vaccinated/re-infected prior to each farrowing to
ensure piglet protection. Moreover, immunization is needed close to the farrowing
date. From literature it is known that antibody levels of IgG and IgA in serum of
primiparous and multiparous sows can remain stable up to 6 months post field
infection as measured by high titers in ELISA and virus neutralization assay #°. The
respective sows were obtained from commercial breeding farms that had reported
previous PED outbreaks. Thus, booster/reinfection seems to play a role for the
duration of immunity. With regard to piglets, field studies observed antibody levels in
piglets that lasted up to 100 days 4°°0. For the piglets/young weaners, the source of

antibodies clearly influences the duration of detection. While a decay of MDA is
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visible already after a few weeks, antibodies induced by active immunization or
infection might last much longer. In our study, MDA-positive animals had only low
antibody levels by the end of the trial (at the age of weaning). In these animals,
protection in later stages of pig production would have been questionable and this
could explain field observations that showed reinfection of finishing pigs that had
been exposed to PEDV as suckling pigs. These aspects also need consideration

when designing a vaccination concept.

Another important fact is the reliability of commercial ELISA assays. In this study
three commercial ELISA assays were compared and variations in specificity and
sensitivity were found as already shown in other studies '. Therefore, the combined
use of different diagnostic tools to investigate the serological status of an animal

should be taken into account.

In conclusion, the tested PEDV strains were of moderate to low virulence and natural
infection of sows during gestation led to an effective lactogenic immunity in piglets.

This is a promising outcome when vaccination concepts are discussed.

As a spin-off of our trial, a simple and standardized score system was implemented
that worked well even with limited clinical signs. The presented score system (see
table 2) is less detailed than others that were previously described %2. Nevertheless, it
seems sufficiently reliable and will be used for subsequent immunization-challenge

experiments.

Material and Methods

Study Design

In total, eight sows and their offspring were used in this study. The multiparous sows
were purchased in late pregnancy from a commercial breeding farm with a high
veterinary hygiene standard (Bundes Hybrid Zucht Programm, BHZP, Dahlenburg-
Ellringen, Germany). They were transported to the high containment facilities at the
Friedrich-Loeffler-Institute Greifswald, Insel Riems, Germany, five weeks before
farrowing. According to EU legislation, the animals were kept in open pens in sets of
two before they were moved to commercial farrowing pens one week before
farrowing. Two farrowing pens were integrated in one stable room so that each
experimental group could be kept together. All animals had access to water ad
libitum and were fed with commercial feed for breeding sows and after farrowing for

lactating sows. All applicable animal welfare regulations, including EU-Directive
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2010/63/EC and institutional guidelines, were taken into consideration. The animal
experiment was approved by the competent authority, Landesamt fir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF MV), under
reference number LALLF 7221.3-1-059/16.

All animals were tested prior to arrival with negative PCR-results for PEDV and
antibodies against PEDV. After arrival, the animals were randomly assigned to four
treatment groups. Two sows (ear tags 1871 and 4249) were orally inoculated with
cell culture adapted PEDV (PEDV EU) four weeks before farrowing to induce MDA-
positive piglets (group A1). Another two sows (ear tags 4423 and 6150) were treated
the same way orally with German field material (organ suspension and fecal
homogenate; DE) containing PEDV to also obtain MDA-positive piglets (group B1).
The remaining four sows stayed untreated to obtain MDA-negative piglets (group A2:
ear tags 4343 and 4454; group B2: ear tags 1866 and 4365).

All piglets born alive were individually ear tagged prior to challenge inoculation.
Piglets born to sows of groups A1 (9 piglets of sow 4249 and 12 piglets of sow 1871)
and A2 (7 piglets of sow 4454 and 7 piglets of sow 4343) were orally challenged with
PEDV EU at an age of three to six days whereas piglets born to sows of groups B1 (7
piglets of sow 6150 and 5 piglets of sow 4423) and B2 (8 piglets of sow 4365 and 8

piglets of sow 1866) received the German field material (DE).

During the whole trial, daily rectal swabs (COPAN plain cotton swabs without
medium) were taken of all animals for real-time reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-qPCR) analyses. Samples of days 0 to 7 post inoculation (pi) as
well as days 10 pi and 13 pi were tested. Moreover, samples were tested from day 21

pi till the end of the trial.

Additional rectal swabs were taken of four randomly chosen piglets of each sow prior
to inoculation and two days afterwards for bacteriological examination. Moreover,
clinical signs indicative for PED were recorded using a standardized score system
(see table 2). Blood samples were taken at the day of inoculation and the day of
slaughter or euthanasia. Additional blood and colostrum samples were collected from
all sows during farrowing. Furthermore, milk samples were collected from all but two
sows at the day of slaughter (samples missing from sow 4249 which died from
septicemia, and sow 1871 which milk production had already ceased). At the end of

the trial, all remaining piglets were euthanized and seven sows were slaughtered
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(electro-stunning and subsequent exsanguination). All animals were necropsied and

samples of the small intestine were taken.
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Table 2: Clinical score system for piglets in PED infection studies. The humane

endpoint was defined as a cumulative score >6. Moreover, euthanasia was carried

out if one of the following criteria occurred: body temperature <38.5°C, lateral

recumbency, severe dehydration, complete suspension of feed intake.

Score | General behavior Feed intake/suckling Gastrointestinal signs
Greedy suckling, good : :
Agile, attentive, no Y 99 Physiological feces
0 filled stomach, intake of
abnormalities .
piglet feed
. _ Slow suckling, hardly -
1 Mild depression . o Pasty feces, vomiting
interested in piglet feed
Depression, isolaton Reluctant feed intake,
) from group, hardly interested in Watery feces, reddened
vocalisation suckling/piglet feed, anal region, vomiting
(moaning) sunken flanks
Reluctance to stand, Total anorexia, Watery feces with blood
3 signs of severe decreasing of milk or fibrin added, highly

dehydration, low body

temperature

production of sow

reddened anal region,

vomiting
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Viruses and field virus suspensions

For inoculation of animals of groups A1 and A2, cell culture adapted PEDV was
provided by the Boehringer Ingelheim Veterinary Research Center (PEDV EU). This
cell culture isolate was obtained from a PED outbreak in Northern Germany with high
mortality rates in suckling piglets. It is sharing over 99 % nucleotide identity with the
U.S. strain OH851 and recent Central European PEDV strains. The initial isolate was
obtained using the following (standard) protocol: 5x10° Vero cells were seeded into
6-wells plates. After 24 h of incubation at 37°C, confluent monolayers were obtained
and the cell culture medium was removed. All wells were washed three times with 3
ml phosphate-buffered saline (PBS). Thereafter, cells were inoculated with 200 ul of
filtrated (0.22 ym) homogenate from piglet guts. After the addition of 2 ml of PEDV
media containing 15 ug/ml trypsin, cultures were incubated for 24-48 h at 37°C. The
cultures were checked daily for the presence of characteristic fusion formation, and
positive materials were further passaged. For the purpose of our study, the titer was
defined by end point titration and recorded as tissue culture infection doseso
(TCIDso)/ml. The stock titer was 3.16 x 10° TCIDso/ml (RT-qPCR: cq value 15). Each
sow of group A1 received 6 ml of this stock diluted with 14 ml PBS. The solution was
orally fed using a 20 ml syringe. Piglets of groups A1 and A2 were also orally
inoculated. In this case, each piglet received 2 ml of a 1:10 diluted viral stock (titer

3.16 x 10* TCIDso/ml) using 2 ml syringes.

To inoculate animals of groups B1 and B2, PEDV-PCR-positive field material (DE)
from recent clinical cases in South-Western Germany was used. In these cases
mainly fattening pigs were affected by rather mild clinical signs. The material was a
pool of different fecal samples and intestines. To obtain the inoculum, intestines were
homogenized with sterile sea sand using mortar and pestle. Faecal samples were
mixed and also homogenized. Each sow of group B1 received 20 ml of the organ
suspension (RT-qgPCR: cq value 23) and 20 ml of the faecal homogenate (RT-gPCR:
cq value 15) orally using 20 ml syringes. All piglets of groups B1 and B2 received a
faecal homogenate obtained from the sows of group B1 at 5 dpi and 6 dpi (RT-qPCR:
cq value 19). The piglets were inoculated orally with 2 ml of this faecal homogenate

using 2 ml syringes.
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Sample preparation and nucleic acid extraction

Rectal swabs were submerged in 1 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium with
standard antibiotics and antimycotics (Antibiotic-Antimycotic 100x, Gibco) and
incubated for 1 hour at room temperature. Viral RNA was extracted using either the
manual QIAmp ViralRNA Mini Kit (Qiagen) or the NucleoMagVet-Kit (Macherey-
Nagel) in combination with the KingFisher extraction platform (Thermo Scientific).
The RNA was stored at -20°C until further use.

Blood samples were centrifuged at 2000 x g for 20 minutes at room temperature to
obtain serum. The resulting serum was aliquoted and stored at -20°C. Colostrum and

milk samples were aliquoted and stored at -20°C until further use.

Virus detection

To detect PEDV genome in fecal swabs, a RT-qPCR system targeting the S-gene of
PEDV was used as described previously 33. Cq values above 40 were considered
negative and the amount of PEDV genome copies was calculated by using a

standard curve.

In addition, the inoculum for sows and piglets was tested for porcine circovirus 2,
porcine enteroviruses (including enteroviruses, teschoviruses, and sapeloviruses),
rotavirus A, transmissible gastroenteritis virus, and porcine delta coronavirus using
specific in-house RT-PCR assays (primer sequences and reaction conditions are

available from the authors upon request).

Swabs of animals which showed central nervous signs that could have been
indicative for infection with teschoviruses were also tested in the PEV PCR assay

(concerns the litters of sows 4423 and 6150, group B1).

Plots and statistics

Creation of different plots and charts was performed using SigmaPlot for Windows
version 11.0 (Systat Software). Shapiro-Wilk test was used for normality testing and a
Mann-Whitney rank sum test was conducted as implemented in the software

package. Statistical significance (p <= 0.05 was considered significant) was tested

using SigmaPIlot software.
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Veterinary treatments unrelated to PED

Six sows (all except animals 4249 and 1871) received cloprostenol (Estrumate,
Intervet) to induce farrowing. Moreover, all sows were treated with antibiotics
(Riketron N, aniMedica) and anti-inflammatory drugs (Metacam, Boehringer) for a
mild Metritis-Mastitis-Agalactia-Syndrome over 3 days. Piglets of sow No. 6150
(group B1) received Baytril orally over 4 days because of mild enteritis prior to
inoculation. Where needed, piglets received anti-inflammatory drugs (Metacam,

Boehringer) for lameness (arthritis, panaritia).

Antibody detection

Three commercial indirect ELISA (Swinecheck PED indirect, BIOVET, GC Kerkrade,
the Netherlands; INgezim PEDV, INGENASA, Madrid, Spain; ID Screen PEDV
indirect, Grabels, France) were performed with all sera according to the producer’s
manual. Colostrum and milk samples were tested in the same manner after initial
validation. While ELISA kits of BIOVET and IDVet are using recombinant
nucleoprotein, the INGENASA ELISA plates are coated with recombinant spike

protein.

In cases of ambiguous results, the respective samples were tested in indirect
immunofluorescence assays using commercial PEDV FA Substrate Slides (VMRD,
Pullman, Washington) following the manufacturer’s instructions. The slides were
screened for specific fluorescence with a standard fluorescence microscope (Zeiss
Axio Vert.A1, Oberkochen, Germany).

In addition, colostrum and milk samples were tested for PEDV specific IgA antibodies
using an in-house indirect ELISA (assay specifications are available from the authors

upon request).
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Supplementary Figures
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Supplementary Fig. F1:

Clinical Score values of sows: chart a: sows infected with cell culture strain of PEDV

(PEDV-EU), chart b: sows infected with German field material containing PEDV;
sows belonging to group A1 and B1 were orally infected prior to farrowing and sows
belonging to group A2 and B2 got infected through PEDV shedding of their
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German Colostrum IgA Indirect ELISA
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Supplementary Figure 2:

IgA in colostrum and milk samples: Amount of IgA antibodies in colostrum taken intra
partum and milk samples at the end of the study; sows 1871 and 4249 belong to
group A1, sows 4343 and 4454 belong to group A2, sows 6150 and 4423 belong to
group B1 and sows 1866 and 4365 belong to group B2
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5.1 Diskussion

5 Diskussion und Ausblick

5.1 Charakterisierung aktueller PEDV Stamme in vivo und Untersuchung der
Schutzeffekte maternal vermittelter Immunitat als Voraussetzung fur ein

Muttertierschutzimpfkonzept

5.1.1 Charakterisierung der Virulenz aktueller deutscher PEDV Stamme in vivo

Die PED ist in Europa seit den 1980er Jahren nur sehr sporadisch aufgetreten (Song
et al. 2015). Aufgrund des geringen wirtschaftlichen Einflusses wurde eine staatliche
Uberwachung seit den 1980er Jahren nicht durchgefiihrt, weswegen aktuell wenig
Informationen Uber den serologischen und virologischen Status der europaischen
Schweinebestande vorliegen (EFSA 2016).

Im Fruhjahr 2013 wurden erstmals Ausbriuche hochvirulenter PEDV-Stamme in den
USA gemeldet. Der Ursprung dieser hochvirulenten Stamme liegt, basierend auf
molekulargenetischen Verwandtschaftsanalysen, sehr wahrscheinlich in asiatischen
Landern, in denen das Virus seit Mitte der 1980er Jahre endemisch ist (Stevenson et
al. 2013). Aufgrund des verheerenden Ausmalles der Ausbriche in den USA mit
Verlusten bis zu 7 Millionen Ferkeln (Jung und Saif 2015), wurde auch in Europa
wieder verstarkt nach dem Erreger gesucht und diverse Falle von PED wurden
bestatigt (Carvajal et al. 1995; Dastjerdi et al. 2015; Grasland et al. 2015; Martelli et
al. 2008; Mesquita et al. 2015; Stadler et al. 2015; Steinrigl et al. 2015; Theuns et al.
2015; Toplak et al. 2016).

Mit Ausnahme der bei den ukrainischen Ausbrichen diagnostizierten Stamme
handelt sich bei den fur die Ausbriche verantwortlichen PEDV-Stammen allerdings
glticklicherweise eher um moderat virulente Varianten, die eng mit dem ebenfalls
moderat virulenten Stamm OH851 aus den Vereinigten Staaten verwandt sind
(Dastjerdi et al. 2015; Hanke et al. 2015; Stevenson et al. 2013; Wang et al. 2014).
Dieser Stamm ist im Gesamtgenom zu 97-99% genetisch identisch mit den
amerikanischen hochvirulenten Prototypen, unterscheidet sich allerdings im fir das
Spike-Protein kodierenden Genomabschnitt und ist mit milderen Krankheitsverlaufen
assoziiert (Vlasova et al. 2014; Wang et al. 2014). Er reprasentiert die sogenannten
S-INDEL Stamme, die durch Insertions- und Deletionsmutationen im flr das Spike-

Protein kodierenden Genabschnitt gekennzeichnet sind.
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5.1.1 Diskussion — Virulenzcharakterisierung deutscher PEDV Stamme in vivo

Genomanalysen der PEDV-Stamme in Deutschland zeigen eine sehr enge
Verwandtschaft der aktuell zirkulierenden Virusstdmme auf. Es handelt sich bei allen
bisher sequenzierten deutschen Stammen um S-INDEL Varianten (Hanke et al.
2017). Feldbeobachtungen geben Anlass zu der Annahme, dass diese Varianten von
moderater Virulenz sind, was mit Veranderungen in dem fur den Zelleintritt
verantwortlichen Spike-Protein und damit einem veranderten Eintritt in die Wirtszellen
erklarbar ware (Lee 2011). Dieser Vermutung stehen allerdings Fallbeschreibungen
mit sehr unterschiedlichen Morbiditdts- und Mortalitatsraten in den deutschen

Schweinehaltungen entgegen (Stadler et al. 2015).

Neben den analysierten PEDV-Stammen wurde im Rahmen der Genomanalysen
deutscher Feldproben eine neuartige PEDV/TGEV Chimare entdeckt (SeCoV),
welche erstmals kurz zuvor in Italien beschrieben wurde und dort im Feld mit milderer
Klinik assoziiert ist (Boniotti et al. 2016). Dieses Virus basiert auf dem Ruckgrat eines
TGEV, wohingegen der flr das Spike-Protein kodierende Genomabschnitt eng
verwandt mit dem des PEDV ist. Diese Art von Rekombinante kann in Gegenden, in
denen sowohl PEDV als auch TGEV kursieren, die Diagnostik erschweren (Akimkin
et al. 2016). Weitere Untersuchungen zur in vivo Virulenz der SeCoV oder etwaiger

Ko-Infektionen von SeCoV und PEDV liegen bisher nicht vor.

In den vorliegenden Studien wurden zwei Stamme, ein Zellkulturisolat aus einem
deutschen Ausbruch und Feldmaterial (Darmmaterial infizierter Ferkel sowie
virushaltige Faeces ohne vorherige Zellpassage) aus Deutschland in vivo im
Saugferkelmodell verglichen, um die Virulenz dieser Stamme unter standardisierten
Bedingungen zu evaluieren. Wahrend das Feldmaterial die Situation im Feld direkter
abbildet, ist das Zellkulturisolat besser fur zukunftige Studien zu standardisieren und
kann in ausreichend hohen Mengen fur weitere Untersuchungen generiert werden.
Um eine etwaige Modifikationen der Virulenz des Zellkulturisolates in vivo durch
Adaptationsprozesse an die Zellkultur beurteilen zu kdnnen, wurde das Feldmaterial

im direkten Vergleich eingesetzt.

Alle Tiere wurden unter Bedingungen gehalten, die auch im Feld vorzufinden sind.
Ferkeln aller Gruppen standen wahrend der gesamten Versuchsdauer sowohl
Milchaustauscher als auch Elektrolyttranke zur Verfligung sowie zusatzliche
Warmequellen, um Temperaturverlust durch Feuchtigkeit bei erkrankten und

geschwachten Tieren zu mindern beziehungsweise zu verhindern und somit die
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potentielle  Verlustrate so gering wie moglich zu halten. Ahnliche
ManagementmalRnahmen werden bei Durchfallerkrankungen auch in der

kommerziellen Schweinehaltung zur Reduzierung der Verlustraten ergriffen.

Unter Versuchsbedingungen zeigte sich, dass beide eingesetzten Stamme von
moderater Virulenz waren. Beide zeigten Morbiditatsraten von 100% mit etwas
deutlicher ausgepragter Klinik bei den Tieren, die mit dem Feldmaterial inokuliert
wurden. Die beobachtete Mortalitat war allerdings in beiden Gruppen sehr gering. Zu
schweren Krankheitsverlaufen kam es lediglich bei Tieren, die allgemein von
schwacherer Konstitution waren. Dies bestatigt die Annahme, dass Stamme, die
Mutationen im flr das Spike-Protein kodierenden Genabschnitt aufweisen (S-INDEL),

von moderater Virulenz sind.

Dennoch beeinflussen andere Faktoren wie Alter der Tiere oder Ko-Infektionen mit
anderen enteralen Erregern im Feld den Krankheitsverlauf. Dies wurde unter
anderem in Studien bestatigt, in denen Tiere unterschiedlicher Altersklassen mit
demselben Virenstamm infiziert wurden und deutliche altersabhangige Unterschiede
im klinischen Verlauf und der Virusausscheidung beobachtet wurden (Gerber et al.
2016; Jung et al. 2015). Diese Beobachtungen stehen im Zusammenhang mit der
unterschiedlichen Reife der angeborenen Immunabwehr und damit z.B. einem
geringeren Gehalt an natirlichen Killerzellen und Interferon y bei neun Tage alten
Tieren im Vergleich zu 26 Tage alten Tieren (Annamalai et al. 2015). Daruber hinaus
spielen auch Unterschiede in der Geschwindigkeit der Abschilferung und
Regeneration von Dinndarmepithelzellen bei Neonaten im Vergleich zu drei Wochen
alten Tieren eine Rolle in Bezug auf die Schwere des Krankheitsverlaufes (Moon et
al. 1973). Insgesamt bilden die Tiere eine gewisse Altersimmunitat aus, die sich
durch eine erhdhte minimale infektidse Dosis und verringerte Schwere der klinischen
Verlaufe auszeichnet (Gerber et al. 2016; Jung et al. 2015; Thomas et al. 2015).

Bezlglich des Einflusses von Ko-Infektionen brachten Metagenomanalysen bisher
noch keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen der Schwere des PED-Verlaufes
und spezifischen Pathogenen (Hanke et al. 2017). Nichtdestotrotz ist bei Vorliegen
einer Infektion mit anderen enteralen Pathogenen wie beispielsweise Rotavirus A
oder Parasitenbelastung von einer Verscharfung der Situation fir das Einzeltier

auszugehen.
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Die Vorinfektion mit einem moderat virulenten PEDV-Stamm ist in der Lage einen
zumindest partiellen Schutz gegen die Infektion mit einer hochvirulenten Variante zu
induzieren. Klinische Symptome sind milder und es wird im Vergleich zu naiven
Tieren weniger Virus mit dem Kot ausgeschieden (Goede et al. 2015; Lin et al. 2015).
Dadurch koénnte sich fur Europa im Falle einer Einschleppung eines hochvirulenten
Erregers aufgrund der aktuellen Infektionslage im glinstigsten Fall eine Teilimmunitat
der Bestande und damit eine Verringerung der wirtschaftlichen EinbuRen ergeben.
Allerdings sind aufgrund einer Infektion gebildete Antikdrper nicht von allzu langer
Lebensdauer und einmal infizierte Tiere sind bereits nach kurzer Zeit reinfizierbar
(Bertasio et al. 2016; Bjustrom-Kraft et al. 2016).
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5.1.2 Schutzeffekt maternaler Antikorper und Vakzinen

In den vorliegenden Studien wurde der Schutzeffekt maternal vermittelter Immunitat
gegen homologe Belastungsinfektion der Ferkel in der ersten Lebenswoche
untersucht. Hierzu wurden die Sauen im letzten Drittel der Trachtigkeit entsprechend
der naturlichen Infektionsroute oral inokuliert. Die Art der Applikation des Antigens
hat laut Literatur wesentlichen Einfluss auf die Auspragung der Immunantwort der
Sau und damit auch auf die Ausbildung einer belastbaren laktogenen vermittelten

Immunitat der Ferkel (Langel et al. 2016).

Aufgrund der Tatsache, dass Ferkel agammaglobulinamisch geboren werden, sind
sie auf die Aufnahme maternaler Antikorper und Immunzellen angewiesen, um in den
ersten Lebenswochen vor Infektionen geschiitzt zu sein (Sinkora und Butler 2009).
Hierbei ist zwischen der Aufnahme von Kolostrum und Milch zu unterscheiden. Das
Kolostrum ist reich an Immunglobulinen vom Isotyp G (Ig G), die durch Transsudation
Uber die Blut-Milchschranke gelangen und das Ferkel nach Kolostrumaufnahme vor
systemischen Infektionen schitzen. Zum Schutz vor lokalen, im Falle von PEDV
enteralen Infektionen, spielt zusatzlich die standige Aufnahme von sekretorischem
Immunglobulin A (Ig A) Uber die Milch der Sau eine entscheidende Rolle.
Sekretorische Ig A stellen von 3 bis 5 Tage nach der Geburt bis zum Laktationsende
den dominierenden Antikorperisotyp in der Milch dar und sind aufgrund einer hohen
Saurestablitat in der Lage eine Magenpassage zu uberstehen und eine lokale
Schutzwirkung im Darm zu vermitteln. Ein hoher Gehalt an sekretorischem Ig A in
der Milch wird Uber eine Stimulation der Darm-Milchdrisen-Achse der Sau erreicht,
die wiederum nur bei lokalem Kontakt des Erregers mit der Darmschleimhaut
angesprochen wird (Langel et al. 2016). Somit ist der Kontakt zwischen Schleimhaut
und Antigen bei einer Immunisierung der Sau essentiell, um neben einem messbaren
Ig G-Gehalt im Kolostrum der Sau - und damit nach Kolostrumaufnahme auch im
Serum der Ferkel - eine zufriedenstellende Schutzwirkung Uber die standige

Aufnahme von Ig A durch die Milch zu erreichen (Salmon et al. 2009).

In den vorliegenden Studien konnte eine zuverlassige maternal vermittelte Immunitat
gegen eine homologe Belastungsinfektion mit PEDV im Saugferkel bestatigt werden.
Ferkel seropositiver Sauen zeigten allenfalls geringe und inkonsistente klinische
Symptome der PED. Die Virusausscheidung konnte durch die Vorinfektion der Sauen

nicht zu 100% verhindert werden, war aber deutlich reduziert. Diese Beobachtungen
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korrelieren mit Studienergebnissen aus der Literatur (Baek et al. 2016; Gerber et al.
2016). Allerdings kann sich diese residuale Virusauscheidung bei einer

Bestandssanierung als problematisch erweisen.

Wie fur das eng verwandte Virus der Transmissiblen Gastroenteritis (TGEV) bereits
gezeigt werden konnte, kann Uber eine parenterale Immunisierung der trachtigen
Sau kein oder nur ein geringer, partieller passiver Schutz der Ferkel erzielt werden,
obwohl die Sauen zuverlassig serokonvertieren und durchaus hohe Gehalte an Ig G
im Serum nachgewiesen werden konnen. Erst eine enterale Immunisierung durch
eine Infektion der Sauen fuhrte zu einem effektiven passiven Schutz der Ferkel vor
der Transmissiblen Gastroenteritis (TGE) Uber sekretorische Ig A in der Milch (Bohl
et al. 1972; Lanza et al. 1995).

Aufgrund dessen muss die Frage gestellt werden, ob eine Aussage Uber die
Schutzwirkung einer potentiellen Vakzine gegen PEDV allein durch die serologische
Kontrolle der Ig G-Antikorperentwicklung im Serum der Sau getroffen werden kann
oder ob die Bestimmung des Ig A Gehaltes in beispielsweise Rektal- oder
Speicheltupfern oder des Kolostrums bzw. der Milch der Sau eine bessere
prospektive Aussagekraft hat (Bjustrom-Kraft et al. 2016; Gerber et al. 2014; Gerber
und Opriessnig 2015).

Eine wichtige Rolle in der Qualitat der maternal vermittelten passiven Immunitat spielt
aber auch das Alter der Sau und damit die Anzahl der bereits erfolgten Geburten und
Laktationen. Untersuchungen zur Schutzwirkung von Rotavirus Vakzinen beim Rind
haben gezeigt, dass primipare Tiere nach einer einmaligen Immunisierung einen
insgesamt geringeren Antikorperspiegel in Kolostrum und Milch aufwiesen als
multipare Tiere. Eine Arbeitsgruppe um Ouyang hat 2015 ebenfalls gezeigt, dass bei
multiparen Sauen im Vergleich zu primiparen Tieren eine grof3ere Zahl an Ig A
bildenden B-Zellen in lleum, mesenterialen Lymphknoten und Milz zu finden ist. Dies
verleitet zu der Annahme, dass die Wanderung von Plasmazellen Uber die Darm-
Milchdrise-Achse mit steigender Zahl der Trachtigkeiten effizienter wird. Weitere
Beobachtungen im Feld unterstitzen diese Ergebnisse. Im Rahmen von Studien zur
Feedback-Immunisierung und Bestandssanierung wurde beobachtet, dass ein
einmaliger Kontakt der naiven Jungsau mit PEDV zwar zur Serokonversion fuhrt, der
Schutz der Ferkel in der Laktation durch Ig A allerdings eher schwach ausfallt

verglichen mit einer zweiten Gruppe von Sauen, die dem Erreger zweimal ausgesetzt
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worden sind. Die Haufigkeit des Kontaktes mit dem Erreger in der Trachtigkeit hat
somit durch einen gewissen Boostereffekt einen steigernden Einfluss auf die Qualitat

der vermittelten maternalen Immunitat (Srijangwad et al. 2017).

Des Weiteren ist eine differenzierte Betrachtung von naiven und bereits
serokonvertierten Sauen notwendig. Studien zu einem vorlaufig zugelassenen
Impfstoff gegen PEDV im Muttertierschutzimpfkonzept in den USA haben gezeigt,
dass Sauen, die bereits einmal Kontakt zu dem Erreger hatten, auf eine Impfung mit
vermehrter Bildung von sekretorischen Ig A in der Milch im Vergleich zu naiven
Sauen reagieren, wahrend die Ig G Gehalte im Serum vergleichbar waren (Schwartz
und Rademacher 2016). Diese Frage bedarf allerdings noch weiterer
Untersuchungen ebenso wie die Frage nach dem optimalen Impfzeitpunkt in der
Trachtigkeit und eventueller Erhdhung der Impfdosis oder der Anzahl der
Vakzinierungen bei primiparen Tieren (Chattha et al. 2015). Wie die vorliegenden
Studien zeigen, gilt dies nicht, wenn der erste Erregerkontakt, dem natlrlichen
Infektionsweg folgend, oral stattfindet. Alle naiven, prapartal infizierten Sauen
serokonvertierten und vermittelten eine belastbare laktogene Immunitat hinsichtlich
klinischer PED.

Die Halbwertzeit der Antikérper im Serum und die Langzeitschutzwirkung sind bisher
nicht abschlielend geklart. In den vorliegenden Studien hat sich allerdings gezeigt,
dass die Antikorperspiegel im Serum der Sauen bereits acht Wochen nach der
Infektion eine sinkende Tendenz aufweisen, die Tiere jedoch nach wie vor positiv in
den Antikorpertests reagieren. Feldstudien haben ergeben, dass Seren von Sauen
auch sechs Monate nach Erregerkontakt noch positiv in ELISAs und
Virusneutralisationstests reagieren (Ouyang et al. 2015). Es fehlt allerdings an
bestatigenden Studien zur Effektivitat eines passiven Schutzes fur die Ferkel dieser

Sauen.

Diese Beobachtungen sind die Grundlage fur die Annahme, dass ein Impfkonzept flr
Sauen zum maternalen Schutz der Saugferkel gegen PEDV nur effektiv sein kann,

wenn die Sauen in jeder Trachtigkeit erneut immunisiert werden.

Im Rahmen dieser Uberlegungen ergibt sich auch die Frage der Halbwertszeit der
Antikdrper bei Ferkeln, die eine Infektion Uberstanden haben. Langzeitstudien zu
dieser Frage fehlen bislang, allerdings gibt es Hinweise in der Literatur, dass

Antikdrper im Blut bis zu 100 Tage nach Infektion nachweisbar sind (Bertasio et al.
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2016; Bjustrom-Kraft et al. 2016). Uber den Schutzeffekt dieser Antikérper vor
erneuter Infektion ist bislang jedoch nichts bekannt. Allerdings werden im Feld Re-
Infektionen mit erneuter Durchfallsymptomatik im selben Produktionszyklus
beobachtet (Bertasio et al. 2016).

Die Frage der Kreuzprotektivitdt ist ebenfalls nicht einfach zu klaren. Bisher
eingesetzte Vakzinen im asiatischen Raum lassen zum Grof3teil lediglich einen
partiellen Kreuzschutz mit reduzierter Virusausscheidung und oft milderen
Krankheitsverlaufen erkennen. Des Weiteren kommt es auch in geimpften Bestanden
immer wieder zu Impfdurchbriichen mit zum Teil schweren klinischen Verlaufen (Pan
et al. 2012; Sun et al. 2012). Insgesamt ist sowohl bei Infektion als auch
Immunsierung der Tiere von einem partiellen Kreuzschutz gegen andere genetisch
divergente Virusstamme auszugehen (Goede et al. 2015; Lin et al. 2015). Dies ist
vermutlich bedingt durch die Diversitat der PEDV-Stamme im fur das Spike-Protein
kodierenden Genabschnitt. Das Spike-Protein ist verantwortlich fir die
Rezeptorbindung an der Wirtszelle, sowie den Eintritt in die Zielzelle und stellt das
Hauptantigen und damit das Hauptziel neutralisierender Antikorper dar (Song und
Park 2012). Diese Annahme wird durch in vitro Studien gestutzt, die eine
Kreuzreaktivitat und kreuzneutralisierende Effekte zwischen Isolaten nachgewiesen
haben, die sich im Hauptantigen, dem Spike-Protein sehr ahnlich sind (Chen et al.
2016). Hier bedarf es weiterer Studien um nahere Erkenntnisse uber einen moglichst
effektiven Kreuzschutz zwischen den Stammen zu erlangen, besonders im Hinblick

auf die Impfstoffentwicklung.
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5.2 Schlussfolgerungen und Ausblick

Nach den verheerenden PED-Ausbrichen in den USA wurde die Ursache der
Erregereinschleppung trotz intensiver Forschung nicht gefunden. Bisher ist unklar, ob
PEDV ausschliel3lich direkt Ubertragen wird oder ob auch Vektoren oder
Virusreservoirwirte eine Rolle spielen, auch wenn dazu bisher keine eindeutigen
Hinweise vorliegen. Aufgrund der moglicherweise drohenden Einschleppung
hochvirulenter PEDV-Stamme - wie in den USA -wurde europaweit wieder verstarkt
auf PEDV untersucht. Neben Fallberichten aus vielen europaischen Landern sind
auch in Deutschland Ausbriche beschrieben worden. Molekulargenetische und -
epidemiologische Methoden haben gezeigt, dass sich die aktuellen deutschen
Virenstamme deutlich von den frihen Stammen der 80er Jahre unterscheiden, aber
untereinander eine hohe genetische Ahnlichkeit aufweisen. In den durchgefiihrten
Studien zeigten die deutschen PEDV Varianten unter standardisierten
Versuchsbedingungen eine moderate Virulenz mit hoher Morbiditat, aber geringer
Letalitat. Hochvirulente Verlaufe mit hohen Letalitdtsraten konnten nicht beobachtet

werden.

Die im Gegensatz dazu beobachtete unterschiedliche Virulenz der deutschen S-
INDEL-Stamme im Feld ist nicht abschliefend geklart und bedarf weiterer
Untersuchungen. Die Unterscheidung in aggressive NON-INDEL Stdmme und
weniger virulente S-INDEL-Stamme ist hinweisend im Bezug auf die klinische
Auspragung der Symptomatik, allerdings legt die beobachtete variable Virulenz nahe,
dass noch weitere Faktoren auf Genomebene oder im Management der Tiere eine

Rolle spielen.

Die Diversitat der PEDV-Stamme erschwert die Diagnostik und die Vorhersage einer
potentiellen Kreuzimmunitat nach Impfung oder vorangegangener Infektion. Laut
Literatur konnte bislang unter experimentellen Bedingungen kein vollstandiger
Kreuzschutz zwischen unterschiedlich virulenten Stdmmen nachgewiesen werden.
Es wurde bisher lediglich ein partieller Schutz der Tiere beobachtet. Die Klinik der
zweiten Infektion zeigte sich in der Regel deutlich abgemildert im Vergleich zu naiven

Kontrolltieren und auch die Virusausscheidung ist verringert und zeitlich verkirzt.

Da auch bei einem partiellen Schutz der Ferkel groRere wirtschaftliche Einbulien

gemildert oder verhindert werden konnen, scheinen die Entwicklung und der Einsatz
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von Impfstoffen gegen PEDV sinnvoll. Um den Schutz der empfanglichsten
Wirtsgruppe, der Saugferkel, zu gewahrleisten, ist das einzig denkbare Konzept die
Muttertierschutzimmunisierung. Die bisherigen Versuche mit inaktivierten oder
attenuierten Impfstoffen unterlagen wechselhaftem Erfolg. In zukunftigen Studien ist
zu untersuchen, ob gegebenenfalls eine Abanderung der Applikationsform der
Impfstoffe von parenteral hin zur mukosalen Applikation eine Verbesserung der
Impfwirkung durch die verbesserte Induktion der Bildung von Immunglobulin A im

Hinblick auf den Saugferkelschutz erbringt.

Mit den vorliegenden Studien wurde der Grundstein flr die Etablierung eines
effektiven Muttertierschutzimpfkonzeptes gelegt. Die positve Bestatigung des
Schutzeffekts maternaler Antikorper gegen eine homologe Belastungsinfektion der
Ferkel und die Etablierung eines Saugferkelmodells fir PEDV Infektionen sind
unerlasslich fur die Entwicklung und Testung zukunftiger Impfstoffkandidaten. Des
Weiteren liefern diese Untersuchungen wertvolle Daten zur Antikdrperentwicklung

und —kinetik bei enteralen Infektionen.
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6 Zusammenfassung

Die porzine epidemische Diarrhoe (PED), eine hochkontagidse Darmerkrankung des
Schweines, wird verursacht durch das gleichnamige Alphacoronavirus, Porzines
Epidemisches Diarrhoe Virus (PEDV), das vor allem bei Saugferkeln schwere
Durchfallerkrankungen auslost. PED wurde erstmals 1971 in Grol3britannien
beschrieben und war in Europa bis Anfang der 1990er Jahre weit verbreitet. In den
Folgejahren wurden aus Europa nur einzelne Ausbriche gemeldet, wohingegen das

Virus in Asien seit den 1980er Jahren endemisch ist.

Seit dem Fruhjahr 2013 wurden erstmals seuchenartig verlaufende Ausbriiche von
PED mit hohen Mortalitatsraten in den Vereinigten Staaten von Amerika beschrieben.
In Deutschland wurden aufgrund verstarkter Untersuchungen seit 2014 Falle von
PED in Mast- und Ferkelerzeugerbetrieben diagnostiziert. Die deutschen Ausbriche
zeichnen sich trotz enger Verwandtschaft der ursachlichen Viren durch starke

Variabilitat im Krankheitsbild und den Mortalitatsraten aus.

Bislang sind keine Impfstoffe in Europa zugelassen und der Impferfolg hangt
wesentlich von der Mdglichkeit ab, das Wirtstier Schwein in jungem Alter vor einer

Infektion zu schitzen.

In den vorliegenden Studien wurden die aktuellen in Deutschland auftretenden
Stamme in vivo im Sau-Ferkel-Modell charakterisiert. Die Untersuchungen haben
gezeigt, dass die deutschen PEDV Varianten unter standardisierten
Versuchsbedingungen eine moderate Virulenz mit hoher Morbiditat, aber geringer
Letalitat aufweisen. Des Weiteren wurde der Schutzeffekt maternaler Antikorper
gegen eine homologe Belastungsinfektion der Ferkel untersucht. Maternale
Antikdrper nach oraler prapartaler Infektion der Sau sind in der Lage einen
zuverlassigen klinischen Schutz der Ferkel vor einer homologen Belastungsinfektion
mit den aktuellen moderat virulenten deutschen Stdmmen zu vermitteln und auch die
Virusausscheidung drastisch zu reduzieren. Diese Vorinformation ist essentiell zur
Etablierung eines belastbaren Muttertierschutzimpfkonzeptes, das die Infektion der

Saugferkel verhindert und somit wirtschaftliche Verluste reduziert oder vermeidet.
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7 Summary

Porcine epidemic diarrhea (PED), a highly contagious enteric disease of swine, is
caused by an eponymous Alphacoronavirus, Porcine epidemic diarrhea virus
(PEDV), which leads to severe enteritis particularly in suckling piglets. PED was first
described 1971 in Great Britain and widely spread in Europe until the 1990s. In the
following years case reports declined in Europe whereas the virus became endemic
in Asia since the 1980s. Since spring 2013, outbreaks of PED with high mortality
rates were reported from the United States of America. With surveillance being
reinforced in Germany, several cases of PED were reported since 2014 in fattening
and breeding farms. The German outbreaks are characterized by a high variability in
disease course and mortality rates despite a detected high genomic relationship
between the causative viruses. Up to now, no vaccine is licensed in Europe and

vaccination success is largely dependent on the possibility of protecting young pigs.

In the presented studies, the current German PEDV strains were characterized in
vivo in a suckling piglet model. The investigations have shown that the German
PEDV variants are of moderate virulence under standardized experimental conditions
with high morbidity, but low lethality. Furthermore, the protective effect of maternally
derived antibodies against homologous challenge of piglets was investigated.
Maternally derived antibodies obtained by prepartal oral infection of the sow are able
to provide reliable protection of piglets against homologous challenge infection with
current moderate virulent German strains, and to reduce virus shedding drastically.
This information is essential for the establishment of a solid sow vaccination concept

which avoids the infection of the piglets and reduces tremendous economic losses.
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BHZP Bundeshybridzuchtprogramm

DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure

dpi days post inoculation, Tage nach der Inokulation

E.coli Escherichia coli

ED epidemic diarrhea, Epidemische Diarrhoe

ELISA Enzym-Linked-Immunosobent-Assay

EU European Union, Europaische Union

FLI Friedrich-Loeffler-Institut

G1 genogroup 1, Genogruppe 1

G2 genogroup 1, Genogruppe 2

hpi hours post inoculation, Stunden nach der Inokulation

lg immunoglobulin, Immunglobulin

LALLF Landesamt fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und
Fischerei

MDA maternally derived antibodies, Maternal Ubertragene Antikorper

MV Mecklenburg-Western Pomerania, Mecklenburg-Vorpommern

NGS next-generation-sequencing

NK natural killer cell, naturliche Killerzelle

NON-INDEL virus strain without insertion and deletion mutations,
Virusstamm ohne Insertions- und Deletionsmutationen

Nsp non-structural protein, Nicht-Strukturprotein

ORF open-reading frame, offener Leserahmen

PBS phosphate-buffered saline, Phosphat gepufferte Salzlosung

PED porcine epidemic diarrhea, Porzine epidemische Diarrhoe
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PEDV

PEV
PDCoV

PRCV

RNA

RT-PCR

SeCoV

S-INDEL

S. Thyphisuis
S. Thyphimurium
TCIDso

TGEV

UK
us

USA

porcine epidemic diarrhea virus,

Porzine epidemische Diarrhoe Virus

porcine enterovirus, Porzines Enterovirus

porcine delta-coronavirus, Porzines Delta-Coronavirus
porcine respiratory coronavirus,

Porzines respiratorisches Coronavirus

ribonucleic acid, Ribonukleinsaure
reverse-transcriptase-polymerase-chain reaction,
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
swine enteric coronavirus, enterisches Schweinecoronavirus
virus strain with insertion and deletion mutations,
Virusstamm mit Insertions- und Deletionsmutationen
Salmonella Tyhpisuis

Salmonella Thyphimurium

tissue culture infectious doseso, Kulturinfektiose Dosisso
transmissible gastroenteritis virus,

Transmissible Gastroenteritis Virus

United Kingdom, Vereinigtes Konigreich

United States, Vereinigte Staaten

United States of America, Vereinigte Staaten von Amerika
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