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gchweiz. Arch. Tierheilk. 126, 453-466, 1984

Aus dem Institut fir Virologie (Direktor: Prof. Dr. R. Wyler)
und dem Institut fiir Veterinir-Bakteriologie (Direktor: Prof. Dr. H. U. Bertschinger)
der Universitiat Zirich

Hiufigkeit des Virusnachweises in Kotproben von Schweinen
mit Durchfall einschliesslich Steatorrhioe!

U.-P. Rutishauser, A. E. Metzler, L. Corboz und R, Wyler?

1. Einleitung

Magen-Darm-Erkrankungen des Schweines verursachen den Schweinehaltern er-
hebliche Verluste und stellen Tierdrzte weltweit vor Probleme. Nach Untersuchungen
inDeutschland ist die Diarrhoe eine der haufigsten Krankheiten beim Schwein, denn in
X von 100 Fillen, bei denen vom Besitzer ein Tierarzt beigezogen wurde, handelte es
sichum Durchfall [31]. Viele Fille bleiben dabei atiologisch ungelost, da die klinischen
und pathologisch anatomischen Befunde oft nicht ausreichen, die Ursache zu eruieren.
Viren scheinen bei Durchfallerkrankungen des Schweines hiufig beteiligt zu sein, denn
in Quebec wurden bei Diarrhden von Saugferkeln in 23% der Fille enteropathogene
Bakterien und in 60% der Fille Viren nachgewiesen [24]. Dabei ist jedoch zu beriick-
sichtigen, dass in dieser Region die Transmissible Gastroenteritis sehr haufig vor-
kommt. In Europa miisste man mit folgenden Viren als Erreger von Durchfillen rech-
nen: den Rotaviren, dem Virus der Transmissiblen Gastroenteritis (TGE), dem Virus
der Epizootischen Virusdiarrhde (EVD) und den Adenoviren. Haufig wurde bei
Durchfallen auch die Priasenz von Entero-, Parvo-, Calici- und Astroviren beobachtet,
deren dtiologische Rolle aber noch nicht geklirt ist [28].

Bei Ferkeln dussert sich Durchfall oft in Form von weissem, grauem oder gelbli-
chem Kot von pastoser Konsistenz. Meistens erkranken die Tiere nur leicht, bei linger
davernder Krankheit verschlechtert sich der Allgemeinzustand, aber es kommt selten
aim Tod. Dieses Phinomen wurde von verschiedenen Autoren unter folgenden Namen
beschrieben: «white scoursy», «three weeks enteritisy, «milk scours», «nutritional
ours, «non-infective diarrheay, «colibacillosisy, «I’entérite colibacillaire de la troi-
stme semainey, «Weisse Ruhry und «Drei-Wochen-Durchfally. Mouwen [25] wies
“E}Ch, dass es sich bei diesem Phinomen um Steatorrhde handelt, da im Kot von Ferkeln
mit «white scoursy signifikant mehr Fett nachzuweisen ist alsim Kot von gesunden Tie-
fen. Die weiche Konsistenz und die bleiche Farbe des Kotes bei «white scoursy fithrt er
hauptsichlich auf den hoheren Fettgehalt im Stuhl zuriick. Der Ausdruck «Steatorrhde»

bezeichnet aber nicht eine abgeklarte Krankheit, sondern er beschreibt nur das Symptom
‘—_—_—h_

: ' Diese Arbeit wurde in der Anfangsphase unterstiitzt durch das Bundesamt fiir Veterinidrwesen,
¢m; Projekt-Nr. 012.80.]

2Korrc:spondenzadresse: Prof. Dr. R. Wyler, Winterthurerstr. 266a, CH-8057 Ziirich
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des Fettstuhles, da Pathogenese und Atiologie noch unbekannt sind. Auch Viren wys.
den als Erreger dieser Verdauungsstorung diskutiert; besonders in den Rotaviren sehep
einige Autoren ein mogliches Agens der Steatorrhoe [5, 23].

Mit der vorliegenden Arbeit sollten drei Fragen abgeklirt werden:

1. Erstellung eines Kataloges der Viren, die bei Durchfillen des Schweines elek-
tronenoptisch nachzuweisen sind. Bei dieser Gelegenheit sollte die Empfindlichkeit i-
nes ELISA-Nachweisverfahrens fir Rotaviren mit der direkten elektronenrnikroskopi-
schen Nachweismethode verglichen werden.

2. Abkldrung eines moglichen Zusammenhanges zwischen der Pridsenz von Viren
im Kot und der Steatorrhoe.

3. Priifung von eventuellen Interaktionen zwischen Bakterien und Viren bei der
Entstehung von Magen-Darm-Infektionen.

Unsere Untersuchungen ergaben, dass bei Schweinen mit Durchfall Rota-, Entero-,
Adeno-, Astro- und Parvoviren nachzuweisen waren. Es fanden sich keine Anhalts-
punkte fiir die Virusatiologie der Steatorrhde und fiir Zusammenhange zwischen bak-
teriellen und viralen Magen-Darm-Infektionen.

2. Material und Methoden
Kotproben

Als Untersuchungsmaterial dienten 187 Kotproben von Schweinen mit Durchfall. Die Proben-
entnahme erfolgte bei toten Tieren aus dem Dickdarm, bei lebenden Tieren aus dem Rektum oder
durch Einsammeln von frisch abgesetztem Kot vom Stallboden. Die Proben wurden moglichst - im
akuten Stadium — am ersten Tag des Durchfalls entnommen. Die Zeit der Probeentnahmen erstreckie
sich vom 1.2.1982 bis 30.3.1983.

48 Proben aus 45 Bestinden stammten vom Sektionsmaterial des Institutes fiir Veterinérbakte-
riologie, Ziirich. 86 Proben wurden direkt von 21 verschiedenen Schweineziichtern eingesandt, und 53
Proben wurden durch den Schweinegesundheitsdienst Luzern aus total 31 Bestinden entnommen.

Elektronenmikroskopischer Nachweis von Viren im Kot

Da im Darm im Verhiltnis zur Grosse des Organs reichlich Epithelzellen vorhanden sind, in de
nen sich Viren vermehren, und da der Darminhalt mechanisch vom Duodenum in Richtung Rektu{ﬂ
transportiert, und so die Ausbreitung einer Infektion begiinstigt wird, findet sich eine grosse Zahl Vi
ren im Kot [14]. Verschiedene im Kot vorhandene Viren lassen sich aber nicht oder nur schwer in Zell
kulturen vermehren [9, 27], so dass sich das Zellkultursystem fiir den Nachweis von Viren aus‘dem
Darm nur bedingt eignet. Es wurde daher fiir unsere Untersuchungen der elektronenmikroskopische
Virusnachweis herangezogen, um das ganze zu erwartende Virusspektrum zu erfassen. Wir verwende:
ten mit Parlodion beschichtete und im Vakuum mit Kohle bedampfte Trigernetze (Grids) aus Kppqu
mit 300 Maschen [18]. Als Kontrastmittel diente Phosphorwolframsiure (Merck, Darmstadt), diemit
1-m NaOH auf pH 6,7 eingestellt wurde. ‘

127 Kotproben wurden fiir unsere Untersuchungen jeweils mittels allen drei nachfolgend be
schriebenen elektronenmikroskopischen Methoden (1, 2 und 3) untersucht, die restlichen 60 Proben
nur mittels Methoden 2 und 3.

1. Methode:

Verdiinnung des Kots 1:10 mit bidestilliertem Wasser und anschliessende Klarzentrifugatio?
10 Min. bei 1500 g. Ein Tropfen des Uberstandes wurde auf dem Grid leicht angetrocknet, .mn2
Phosphorwolframsiure negativkontrastiert und anschliessend im Elektronenmikroskop (Philips Ty?
201) bei 45000facher Vergrosserung auf die Prisenz von Viren untersucht.
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). Methode:

Der Kot wurde 1:10 mit bidestilliertem Wasser verdiinnt und dann 10 Min. bei 1500 g klarzen-
iifugiert. Der Uberstand wurde anschliessend 30 Min. bei 5000 g in einer Sorvall® RC-5B Zentrifuge
(Du Pont Instruments, Newtown, CT 06470, USA) direkt auf das Trigernetz zentrifugiert. Dazu be-
nutzten wir einen zum HB-4 Rotor speziell hergestellten Teflonadapter mit sechs Bohrungen, in de-
nen die Tragernetze plaziert und mit 100 pl Uberstand iiberschichtet wurden. Nach der Zentrifuga-
tion wurde das Tragernetz auf einem Tropfen bidestilliertem Wasser gewaschen, mit 2% Phosphor-
wolframsdure negativkontrastiert und anschliessend im Elektronenmikroskop untersucht wie bei
Methode 1.

1. Methode:

Verdiinnung des Kots 1:10 mit bidestilliertem Wasser und Klarzentrifugation 10 Min. bei
1500 g. Der Uberstand wurde nochmals in einer Eppendorf Tischzentrifuge (Eppendorf Geritebau
GmbH, Hamburg, BRD) 15 Min. bei 8800 g zentrifugiert. 60 pl des so geklirten Uberstandes wurden
in der Airfuge® (Beckman International S.A. Genéve, Schweiz) mit dem Rotor EM-90 10 Min. bei
100 000 g direkt auf das Tragernetz zentrifugiert. Nach dem Waschen des Tragernetzes auf der Ober-
lliche eines Tropfens bidestillierten Wassers wurde mit 2% Phosphorwolframsiure negativkontra-
siiert und anschliessend im Elektronenmikroskop untersucht wie bei Methode 1.

Diagnose der Steatorrhoe

Bei der Klarzentrifugation der 1:10 mit bidestilliertem Wasser verdiinnten Kotproben (1500 g/
10 Min., siehe elektronenoptische Methoden 1, 2 und 3) bildete sich oft ein Uberstand von typischer
weissgelber-beiger Farbe und pastoser Konsistenz. Dieser pastose Uberstand wurde mit der Sudan
l-Farbung auf Fett untersucht, indem ein Objekttrigerausstrich des Uberstandes mit dem kombi-
nierten Farbreagens (10 ml Alkohol 96%, 90 ml konz. Essigsiure, 0,2 g Sudan 111 Pulv. [Fluka AG,
Buchs)) versetzt wurde. Nach Erwirmen auf Siedehitze erschienen sowohl die unverseiften und ver-
seiften Fette wie auch die freien Fettsduren als rote Tropfen [17].

Mit Sudan I1I angefirbt konnte in allen untersuchten pastdsen Ubersténden reichlich Fett nach-
gewiesen werden, wihrend nicht angefirbte Partikel wie Detritus, Salze und unverdaute Fasern prak-
sch fehlten. Entsteht demzufolge nach der oben beschriebenen Klarzentrifugation der Kotprobe ein
gelblich-weisser, pastoser Uberstand, kann makroskopisch mit grosser Wahrscheinlichkeit die Dia-
mose Steatorrhoe gestellt werden.

ELISA fiir den Nachweis von Rotaviren

Verwendet wurde der kiufliche Rotazyme™ Test der Firma Abbott (Abbott Laboratories,
-V(}Itl_l Chicago, IL 60064, USA). Der Virusantigennachweis beruht auf dem sogenannten Sandwich-
Prinzip. Wir befolgten das in der Rotazyme™.-Testanleitung beschriebene Vorgehen, verwendeten als
Verdiinnungsmittel aber bidestilliertes Wasser. Die Farbreaktion wurde mit dem Photometer gemes-

[536181] wobei der Grenzwert als Extinktion der Verdiinnungsmittelkontrolle plus 0,050 festgelegt wurde

Untersuchung der Kotproben auf enteropathogene Bakterien

Die Kotproben wurden auf enteropathogene E. coli und auf Salmonellen untersucht. Als entero-
Pathogene E. coli wurden diejenigen E.coli identifiziert, die auf Schafblutagar Hamolyse produzier-
nund die in der Objekttrigeragglutination von einem der folgenden Antiseren agglutiniert wurden:
U8: K87 (B),88(L)/0138: K81(B)/0141: K85a,b(B)/0141: K 85a,c(B)/0147: K89 (B), 88 (1)/0149:
¥91(B), 88 (L)/0157: K88 (L).

" Fiar den Nachweis von Salmonellen wurden direkt Kulturen auf Brillantgriinagar angesetzt
Difeo Laboratories, Detroit, 84232 USA).



456 U.-P. Rutishauser, A.E. Metzler, L. Corboz und R. Wyler

3. Resultate
Beurteilung der elektronenmikroskopischen Methoden

In den 127 mit allen drei elektronenmikroskopischen Methoden untersuchten Pr.
ben wurden in 66 Fillen mit mindestens einer der drei Methoden Viren nachgewiesen
Mit Methode 3 gelang der Virusnachweis in 47 der 66 virushaltigen Proben, mit Meth.
den 2 und 1 aber nur in 35 der 66, respektive in 15 der 66 Proben mit Viren. Methode}
erwies sich demnach als am geeignetsten fiir den direkten elektronenmikroskopischen
Nachweis von Viren im Kot.

Art und Hdaufigkeit der nachgewiesenen Erreger

Je nach Herkunft der Proben variierte die Haufigkeit des Erregernachweises. Bei
den Proben aus dem Sektionsmaterial des Institutes fiir Veterinarbakteriologie Ziirich
gelang der Virusnachweis in 14 von 48 Proben. Bei den direkten Einsendungen vom
Schweinegesundheitsdienst und von den Ziichtern, in der Folge Feldproben genanni,
war 1n 66 von 139 Untersuchungsmaterialien Virus nachweisbar. Somit war der Virus-
nachweis in den Feldproben beinahe um einen Faktor 2 haufiger als in den Proben des
Sektionsmaterials. Im Gegensatz dazu war die Haufigkeit des Bakteriennachweises bei
den Proben vom Sektionsmaterial grosser (in 25 von 48 Proben) als bei den Feldproben
(in 19 von 139 Proben).

Das Spektrum der nachgewiesenen Viren umfasste 5 Virusfamilien (Tab. 1), wobei
nur Rotaviren und Enteroviren in einer grosseren Anzahl der Proben festgestellt wur-
den. In vereinzelten Fillen war die Prisenz von Astro-, Adeno- und Parvoviren zu be-
obachten (Abb. 1-4), wihrend der Nachweis von Coronaviren nicht gelang.

Tabelle 1: Ubersicht itber die im Kot elektronenoptisch nachgewiesenen Viren (nach Familien ge-
ordnet) bei Schweinen mit Diarrhe

Nachgewiesene Viren 48 Proben 139 Total
aus Sektionsmaterial Feldproben
Enteroviren 11 42 53
Rotaviren 3 30 33
Astroviren 0 3 3
Adenoviren 1 1 2
Parvoviren 0 1 1
Coronaviren 0 0 0
kein Virusnachweis 34 73 107

Es wurden insgesamt 187 Kotproben untersucht. Mehrfachinfektionen waren in den Proben aus den
Sektionsmaterial einmal, in den Feldproben elfmal zu beobachten.

Abb. 1 Rotaviren, 130 000 X.

Abb. 2 Enteroviren, 130 000 X . Intakte Viren priisentieren sich als weisse, sechseckige oder runde
Korpuskel. Defekte Viren, deren Kapsid ein Leck aufweist, sind mit Kontrastmittel (Phosphorwolf'
ramséure) angefiillt, so dass deren Inhalt schwarz erscheint.

Abb. 3 Adenoviren, 130 000 X. .
Abb. 4  Astroviren, 130 000 X . Einige Viruspartikel zeigen die fiir Astroviren typische, sternforms
Oberflichenstruktur (Pfeile).
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Tabelle 2: Héufigkeit des Nachweises von Rota- und Enteroviren in Abhéingigkeit vom Alter de
Tiere

Altersklassen der untersuchten Tiere in Wochen

01 12 23 34 45 56 67 7-8 Mastund

Zucht
Rotavirus enthaltende
Proben 4 7 10 6 1 1 0 1 1
Enterovirus enthaltende
Proben 10 10 7 5 2 1 1 3 10
Pro Altersklasse
untersuchte Proben 28 35 24 24 8 9 3 14 24

Beriicksichtigt wurden nur Proben, bei denen die Altersangaben der Tiere vorhanden waren.

Der Nachweis verschiedener Viren in Abhdngigkeit vom Alter der Schweine

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, konnten wir Enteroviren bei jiingeren Ferkeln,
d.h. im Alter von 0 bis 3 Wochen, und bei Mast- und Zuchtschweinen etwas héufiger
nachweisen als bei Ferkeln im Alter von 4—8 Wochen. Die Unterschiede waren aber ge-
ring.

Rotaviren hingegen traten gehiduft bei Ferkeln zwischen der zweiten und vierten
Lebenswoche, mit einem Gipfel in der Altersklasse 2.—3. Woche, auf. Nach der fiinften
Woche, sowie bei Mast- und Zuchtschweinen gelang der Nachweis von Rotaviren nur
noch selten.

Die zwei Proben mit Adenoviren stammten beide von dreiwochigen Ferkeln. Die
Astroviren fanden sich bei Ferkeln im Alter von 3, 4 und 9 Wochen und das Parvovirus
im Kot eines Mastschweines.

Hdufigkeit des Virusnachweises in Abhdngigkeit von der Jahreszeit

Tabelle 3 zeigt, dass die Nachweisquote fiir Enteroviren im Frithling und Sommer
am hochsten war. Sie sank im Herbst, und im Winter waren Enteroviren selten zu beob-
achten. Die saisonalen Unterschiede sind deutlich, konnten wir doch im Frithling drer
mal mehr Enteroviren nachweisen als im Winter.

Tabelle 3: Hiufigkeit des Nachweises von Rota- und Enteroviren in Abhingigkeit von der Jahres
zeit

Jahreszeiten

Mirz—Mai  Juni-Aug. Sept.—Nov. Dez.—Feb.
Rotavirus 8 8 7 9
Enterovirus 19 20 6 4
Pro Jahreszeit untersuchte Proben 52 62 26 40

Beriicksichtigt wurden alle vom. 1. Mérz 1982 bis zum 28. Februar 1983 gesammelten Proben.
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Weniger auffillig waren die saisonalen Schwankungen bei den Rotaviren. Im
Herbst kamen Rotaviren oft vor. Im Winter und Friihling waren sie selten und im Som-
mer dusserst selten anzutreffen. Im Herbst stieg die Nachweisquote um das Zweifache
verglichen mit derjenigen im Sommer.

Steatorrhoe

In unserem Untersuchungsmaterial fand sich Steatorrhée nur bei 1-4 Wochen al-
ten Ferkeln. Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen Steatorrhde und einer
bestimmten Virusinfektion besteht, wurde deshalb nur diese Altersgruppe berticksich-
tigt. Tabelle 4 14asst deutlich erkennen, dass weder Rota- noch Enteroviren als Ursache
der Steatorrhoe anzusehen sind, denn bei Tieren mit Steatorrhde war die Infektionsrate
mit Rotaviren etwas geringer (15 von 67) als bei den Tieren ohne Steatorrhoe (11 von
41). Auch Enteroviren wurden in Steatorrhdeproben weniger haufig nachgewiesen (16
von 67) als in Nicht-Steatorrhoeproben (17 von 41). Zweimal fanden sich bei Steator-
thoe Adenoviren und einmal Astroviren.

Die Steatorrhoe kann aufgrund der vorliegenden Untersuchungen mit keiner be-
simmten Virusinfektion in Zusammenhang gebracht werden.

Tabelle 4: Haufigkeit des Nachweises von Rota- und Enteroviren bei Tieren mit Steatorrhe bzw.
mit Durchfall anderer Art

Steatorrhoe andere Durchfille
Rotavirus 15 11
Enterovirus 16 17
Weder Rota- noch Enterovirus 36 13
Total untersuchte Proben 67 41

ELISA fiir den Nachweis von Rotaviren im Kot (Rotazyme™)
im Vergleich mit der direkten, elektronenoptischen Nachweismethode

Im Rotazyme™.-Test wurden 41 Kotproben untersucht. 15 Proben, in denen elek-
tonenoptisch Rotaviren nachgewiesen wurden, waren auch im ELISA positiv. Von 26
m EM Rotavirus-negativen Proben waren im ELISA 19 negativ und 7 positiv. Der
Rotazyme™-Test erwies sich fiir den Nachweis von Rotaviren als brauchbar, und er
War empfindlicher als die elektronenmikroskopische Nachweismethode.

Hdufigkeit des Nachweises von Bakterien

In Proben aus dem Sektionsmaterial konnten 25mal enteropathogene E. coli nach-
tewiesen werden, in den Feldproben fanden sich dreimal Salmonellen und 14mal
E.coli. Der gleichzeitige Nachweis von Viren und Bakterien gliickte bei den Proben aus
Sktionsmaterial fiinfmal, bei den Feldproben sicbenmal.
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4. Diskussion
Altersabhdngigkeit des Durchfalls bei Schweinen

Da die Auswahl des Untersuchungsmaterials hauptsichlich durch einsendende
Tierdrzte und Ziichter erfolgte, kann angenommen werden, dass die eingesandten Pro.
ben (Tabelle 2) wihrend der kritischen Lebensabschnitte mit Durchfallproblemen ent-
nommen wurden. Daraus lasst sich schliessen, dass die Diarrhoe besonders bei Ferkeln,
die junger als 4 Wochen sind, und nach dem Absetzen ein Problem darstellt. In der Zeit
vor dem Absetzen, sowie wihrend der Mast und bei der Zucht scheinen Erkrankungen
des Digestionstraktes in den Hintergrund zu treten.

Beurteilung der elektronenmikroskopischen Methoden

Fiir den direkten Virusnachweis scheint die hochtourige Zentrifugation der Virus-
partikel auf das Tragernetz eine bedeutende Sensitivititssteigerung zu bewirken. So
wurden mit der Methode 3 deutlich haufiger Viren nachgewiesen als mit den Methoden
1 und 2, bei denen keine oder nur eine niedrigtourige Zentrifugation der Viren auf das
Trigernetz erfolgte. Wie schon von Gelderblom et al. [ 16] beschrieben, lassen sich bei der
Anwendung der Airfuge die Viruspartikel auf dem Trigernetz um mehr als das Hun-
dertfache anreichern. Diese Anreicherung verkiirzt die Sucharbeit mit dem Elektro-
nenmikroskop und erhoht die Empfindlichkeit der Nachweismethode.

Art und Hdaufigkeit der nachgewiesenen Erreger

Die Tatsache, dass in den untersuchten Proben mehr Viren als Bakterien gefunden
wurden (Verhiltnis ungefiahr 2:1), deckt sich mit Angaben in der Literatur [24]. Er-
staunlich war einzig, dass diese Zahlen je nach Herkunft der Proben stark variierten. So
fand man in Proben, die aus dem Sektionsmaterial stammten, bedeutend mehr E.col
und weniger Viren als im Untersuchungsmaterial, das direkt vom Tierarzt oder vom
Besitzer eingesandt wurde. Fiir dieses Phinomen gibt es verschiedene Erklarungsmog
lichkeiten.

Erstens stammten die 48 Proben aus dem Sektionsgut von 36 verendeten und 12 g¢
toteten Tieren. Mindestens bei den verendeten Tieren wurde die Kotprobe nicht zur
Zeit der massivsten Virusausscheidung entnommen (1.—2. Tag nach Beginn des Durch-
falls) [5, 22], sondern erst nach dem krankheitsbedingten Tod des Tieres. Zweitens ist
auch das Zeitintervall beim Transport der zur Sektion bestimmten Tiere ins Institutzv
beriicksichtigen. Die Viren in diesen Proben waren somit relativ lange schidigenden
Einfliissen (Wirme, Enzyme) ausgesetzt, was mit einem Verlust der typischen Morpho-
logie der Viren einhergehen und den elektronenoptischen Nachweis verunmoglichen
kann. Bei den Feldproben, die durchwegs von lebenden Tieren stammten, wurde stet
darauf geachtet, dass die Proben méglichst frith nach Beginn des Durchfalls entnom
men und sofort aufgearbeitet wurden. Drittens ist mit Ausnahme der TGE und der
EVD die Letalitit bei Virusinfektionen des Verdauungstraktes eher gering [5). Es
kommt erst unter der Einwirkung eines aggressiveren Erregers oder eines Stressors [6
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27]zum Tode des Tieres, wie dies Tzipori et al. zeigten [34]. Bei diesem Versuch starben
9nur mit Rotaviren infizierte gnotobiotische Ferkel nicht, wihrend von 10 mit Rotavi-
renund E. coli infizierten Tieren 8 der Doppelinfektion erlagen. Dies deutet darauf hin,
dass bei perakuten oder gar zum Tode fithrenden Durchfillen die bakteriellen Infektio-
nen eine bedeutende Rolle spielen.

Die Rotaviren, deren enteropathogene Eigenschaft beim Schwein erwiesen ist [6],
scheinen aufgrund ihres haufigen Vorkommens beim Schweinedurchfall von ausseror-
dentlicher Wichtigkeit zu sein. In % der Proben konnten wir sie nachweisen, was Befun-
den in den Nachbarldndern entspricht [3, 10]. Speziell bei Ferkeln im Alter von 2—4
Wochen (Tabelle 2) fanden sich gehiuft Rotavirusinfektionen. Vermutlich ist in diesem
Alter das Gleichgewicht zwischen Virusexposition und Immunstatus des Ferkels ge-
stort [6], da der Antikdrpertiter gegen Rotaviren im Kolostrum der Mutterschweine am
14. Tag post partum normalerweise um das vier- bis sechsfache abfillt [19], womit die
Tiere in diesem Alter empfanglicher fiir eine Rotavirusinfektion werden. Die niedrige
Infektionsrate der neugeborenen Ferkel entspricht den Erwartungen, denn Bohl et al.
5, 6] zeigten, dass Ferkel im Alter von 0—1 Woche selten an Rotavirusinfektionen er-
kranken, da sie durch die maternalen Antikorper geschiitzt sind. Aufgrund der ausser-
ordentlich hohen Durchseuchungsrate mit Rotaviren, die in Deutschland z. B. beinahe
100% betragt [3], kann man annehmen, dass ein grosser Prozentsatz der Mutter-
schweine auch bei uns kolostrale Antikorper produziert und somit ihre Ferkel gegen
eine Rotavirusinfektion geschiitzt sind. Infolge fehlender maternaler Antikorper, un-
geniigender Kolostrumaufnahme oder massiver Virusexposition kann es aber trotzdem
i Infektionen in der ersten Lebenswoche kommen.

Unsere Untersuchungen zeigen, dass Rotavirusinfektionen in den Herbstmonaten
am hiufigsten vorkommen, etwas weniger haufig traten sie in den Wintermonaten und
im Frithling auf, und am seltensten waren sie im Sommer, Diese saisonale Verteilung
der Rotavirusinfektion wurde auch von anderen Autoren beschrieben [32]. Sie kann
dahin interpretiert werden, dass eine Infektion mit Rotaviren durch die kiihle und
feuchte Witterung begiinstigt wird, denn einerseits ist im Winter der Wirt einem erhsh-
ten Stress ausgesetzt und andererseits werden Viren wihrend der kalten Jahreszeit in
geringerem Masse thermoinaktiviert. Eine Haufung von virusbedingten Durchfaller-
krankungen im Winter wurde auch bei Coronavirusinfektionen beobachtet [20, 24].

Der Nachweis porciner Enteroviren (PEV) in etwa '3 der Proben entspricht den Er-
wartungen. Enteroviren vermehren sich im Darm und werden massiv ausgeschieden,
bevor sie, wenn iiberhaupt, die eigentlichen Zielorgane erreichen. Ferner sind sie resi-
stent gegeniiber physikalischen und chemischen Einfliissen [1, 30]. Diese beiden Fakto-
ten sind der Grund fiir die ausserordentlich weite Verbreitung der PEV.

Es hat sich gezeigt, dass PEV-Infektionen bei allen Altersgruppen ungefshr gleich
hiufig vorkommen. Die saisonale Verteilung ergibt ein Maximum des Vorkommens in
den Frithlings- und Sommermonaten, jedoch ein Minimum im Winter. Zu gleichen Er-
gbnissen kam auch eine Arbeitsgruppe in den USA, die Pharynx-Tupferproben von
Schlachtschweinen untersuchte [20].

Da nur die Infektion mit den Serotypen 3 und 8 unter experimentellen Bedingun-
80 zu Diarrhoe fithrt, rechnet man die PEV nicht zu den typischen Durchfallviren.
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Meistens verursachen sie beim Schwein auch nur eine subklinische Infektion [30] oder
treten als Begleiter anderer Infektionen auf [9].

Beziiglich der Nachweismethode fiir Enteroviren muss betont werden, dass die
Elektronenmikroskopie nicht das ideale Verfahren darstellt, da elektronenoptisch oft
nicht zwischen Enteroviren und stiellosen, kleinen Phagen unterschieden werden kann
[4]. Zur Differenzierung wurden 20 Kotproben, in denen elektronenmikroskopisch
Enteroviren nachweisbar waren, auf PD-5 Zellkulturen gebracht. Obwohl die Kotpro-
ben teilweise noch Astro- und Rotaviren enthielten, war die Annahme gestattet, dass
nur Enteroviren einen zytopathischen Effekt verursachen wiirden, da Astroviren in
Schweinezellkulturen nicht vermehrt werden konnten [9] und Rotaviren nur mit Pap-
kreatin- oder Trypsinzusatz in Zellkulturen zur Vermehrung zu bringen sind [6, 33]. In
14 der 20 Falle konnte ein zytopathogenes Agens beobachtet werden. In den 6 restl-
chen Fillen konnte es sich bei den Viruspartikeln um kleine, stiellose Phagen gehandelt
haben oder um Enteroviren, die ihre Infektiositit infolge Lagerung, mehrmaligem Ge-
frieren und Auftauen verloren haben. In Anbetracht der geringen Bedeutung von En-
teroviren bei Diarrhoe sind wir dieser Frage nicht weiter nachgegangen.

Die Zahl der Fille, in denen Adenoviren nachzuweisen waren, blieb gering (2 von
187 Proben). Beide Proben stammten von 3 Wochen alten Ferkeln, wie das auch von
Coussement et al. beschrieben wurde [11]. Aufgrund ihrer geringen Pathogenitit [§]
trifft man Adenoviren im Darm oft in Kombination mit anderen Viren an, wie Rota-,
Entero- und Parvoviren [13]. Auch in unserem Untersuchungsgut war das Adenovirus
einmal mit einer Rotavirusinfektion vergesellschaftet. Beim zweiten Fall waren im Be-
stand gleichzeitig bei anderen Tieren Rotaviren nachzuweisen. Zusammenfassend ist
die Aussage erlaubt, dass Adenoviren mit grosser Wahrscheinlichkeit als Durchfaller-
reger beim Schwein unbedeutend sind.

Erstaunlich ist das Vorkommen von Astroviren, denn sie wurden beim Schwein erst
einmal beschrieben [9]. Dieses Virus erzeugt selten Durchfall, denn meistens verliuft
die Infektion asymptomatisch und geht nur in vereinzelten Fillen mit leichtgradiger
Diarrhoe einher [4]. Die drei Fille, bei denen Astroviren nachzuweisen waren, zeigten
klinisch ein heterogenes Bild: Das Alter der Ferkel variierte zwischen 4 und 8 Wochen,
die Beschaffenheit des Kotes reichte von wisserig, olivfarben bis cremig, beige, und in
zwei der drei Fille konnten im selben Bestand gleichzeitig Rotaviren nachgewiesen
werden. Bei der Interpretation dieses Befundes miissen wir uns auf die Feststellung be-
schrinken, dass Astroviren beim Schwein in der Schweiz nachgewiesen wurden, dass
deren Rolle bei Durchfallerkrankungen jedoch nach dem Stand des heutigen Wissens
noch unklar bleibt.

In unserem Untersuchungsmaterial konnten elektronenmikroskopisch keine Core-
naviren gefunden werden. Auch mit zusitzlichen, immunelektronenmikroskopischen
Untersuchungen (Publikation in Vorbereitung) waren keine Coronaviren nachzuwer
sen. Eine erstaunliche Situation, wenn man die Seuchenlage in unseren Nachbarlin
dern in Betracht zieht. Unser Ergebnis bestitigt die Untersuchung von Zindel, der untef
3650 Schweineseren keines mit Antikérpern gegen TGE-Virus fand [37]. Auch von der
EVD scheinen die untersuchten Bestinde wie in den USA, Australien, Nordirland, Un-
garn und Schweden bis anhin verschont [12], obwohl bei Schweinen aus einem Bestand
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in der Schweiz durch Prof. Pensaert, Gent, Antikorper gegen EVDV nachgewiesen
wurden. Dieser Befund miisste jedoch noch bestatigt werden, doch dazu fehlen uns vor-
liufig die diagnostischen Mittel.

Die Griinde, warum unser Land bisher von TGE und EVD verschont blieb, sind
nicht bekannt. Sicher spielt die Labilitit der Coronaviren gegeniiber physikalischen
und chemischen Einfliissen eine Rolle. Aber auch die Tatsache, dass es zur Ubertra-
gung einer EVD-Infektion einen engen Kontakt der Tiere braucht, konnte von Bed¢u-
tung sein [29]. Das Ubergreifen der TGE- und EVD-Virusinfektion auf unser Land liegt
durchaus im Bereiche des Moglichen. Die Gefahr einer Viruseinschleppung ist haupt-
sichlich darin zu sehen, dass chronisch mit TGE- oder EVD-Virus infizierte Schweine
alsnicht kranke Trager in unser Land gelangen. Es ist nimlich beschrieben, dass solche
Triger z.B. das TGE-Virus iiber 100 Tage lang ausscheiden konnen [35].

Vergleich Rotavirus- Antigennachweis mittels ELISA und direkte Elektronenmikroskopie

Aufgrund des gemeinsamen Antigens bei menschlichen und porcinen Rotaviren
[36] war anzunehmen, dass der ELISA-Test auch beim Schwein zum Nachweis einer
Rotavirusinfektion Verwendung finden kann [3]. So wie andere ELISA-Verfahren zum
Nachweis von Rotaviren im Kot [21, 26], ist auch der Rotazyme™.-Test sensibler als die
direkte Elektronenmikroskopie. Die Zuverldssigkeit des ELISA fiir den Rotavirus-
nachweis kénnte aber in Frage gestellt werden, da kiirzlich iiber mehrere porcine Rota-
viren berichtet wurde, die keine Kreuzneutralisation untereinander aufwiesen [2, 7, 15].
Damit besteht die Moglichkeit, dass andere Rotavirus-Serotypen beim Schwein mit
dem vorliegenden ELISA nicht erkannt werden.

Untersuchungen zur viralen Atiologie der Steatorrhoe

In unseren Untersuchungen liessen sich bei Steatorrhdeproben weniger haufig Ro-
tavirusinfektionen nachweisen als bei Nicht-Steatorrhoeproben. Es gibt also keine An-
haltspunkte dafiir, das Rotavirus als ursichliches Agens fiir Steatorrhoe zu bezeichnen.
Dafiir spricht die Tatsache, dass nach experimentellen Infektionen von gnotobioti-
schen oder kolostrumfrei aufgezogenen Ferkeln mit Rotaviren keine Steatorrhoe, son-
dern wasseriger Durchfall erzeugt wurde [3, 6].

Enteroviren waren in Steatorrhde-Proben ebenfalls weniger oft nachweisbar als in
ibrigen Durchfallproben. Somit kann auch dieses Virus nicht als ursachliches Agens
der Steatorrhoe angesehen werden.
~ DieRolle der Adenoviren ist aufgrund von zwei Proben nicht abzuschitzen, wobei
n einer der zwei Proben zusitzlich noch Rota- und Enteroviren vorhanden waren.

Es konnte somit bei unseren Untersuchungen kein Virus itiologisch mit der Ent-
stthung der Steatorrhoe in Zusammenhang gebracht werden.

Doppelinfektion mit Viren und Bakterien

~ Sowohlin den Sektionsmaterial- wie auch in den Feldproben scheint die gleichzei-
lge Doppelinfektion mit Viren und Bakterien beim Durchfall des Schweines keine
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grosse Rolle zu spielen, obwohl in den Proben aus Sektionsmaterial die gleichzeitige
Isolierung beider Erregerarten haufiger gelang als bei den Feldproben.

5. Zusammenfassung

Um die Hiufigkeit des Virusnachweises bei Durchfillen des Schweines in der Schweiz abzukls-
ren, wurden 187 Durchfallproben elektronenmikroskopisch untersucht. Die Kotproben stammten
von Schweinen aller Alterskategorien aus 97 Bestéinden.

Der Nachweis von Viren gelang hiufiger als derjenige von Salmonellen und von enteropathoge-
nen E.coli. Das Spektrum der nachgewiesenen Viren beschrinkte sich auf die hiufig beobachteten
Entero- und Rotaviren, sowie auf die nur in vereinzelten Fillen nachweisbaren Astro-, Adeno- und
Parvoviren, wihrend der Nachweis von Coronaviren nicht gelang.

Enteroviren wurden oft im Frithling und selten im Winter, Rotaviren am hiufigsten im Herbst
und selten im Sommer nachgewiesen.

Enteroviren kamen bei Tieren aller Alterskategorien ungefihr gleich hiufig vor. Rotaviren hin-
gegen fanden sich besonders bei Ferkeln in der zweiten bis vierten Lebenswoche.

Entero- und Rotaviren sind nicht als ursichliches Agens fiir die Steatorrhde anzusehen.

Der Rotavirusnachweis mittels dem ELISA-Test Rotazyme™ ist aufgrund unserer Untersu-
chungen empfindlicher als der elektronenmikroskopische Nachweis.

Résumé

La fréquence de la mise en évidence de virus chez les porcs atteints de diarrhée en Suisse a ét¢
établie au microscope électronique par examens de 187 échantillons de féces de porcs de tout ageet
provenant de 97 exploitations.

On décela des virus plus fréquemment que des salmonelles et des ETEC. 11 s’agissait surtout
d’entéro- et de rotavirus ainsi que dans quelques cas isolés d’astro-, d’adéno- et de parvovirus. Enre-
vanche, on n’observa jamais de coronavirus.

Les entérovirus furent mis en évidence chez les porcs de chaque catégorie d’age surtout au prin-
temps et rarement en hiver, tandis que les rotavirus le furent principalement en automne et rarement
en été, et surtout chez les porcs dgés de deux a quatre semaines.

Les entéro- et les rotavirus ne peuvent pas étre considérés comme les agents étiologiques de la
stéatorrhée.

Pour déceler les rotavirus dans les féces, le test «Rotazyme™y (ELISA), d’aprés nos résultats, est
une méthode plus sensible que la microscopie électronique.

Riassunto

Per chiarire l’importanza della scoperta di virus nelle diarree dei maiali in Svizzera, sono staties-
aminati al mlcroscoplo elettronico 187 campioni di diarrea.

I camplom di feci provenivano da maiali di tutte le et e da 97 aziende diverse. L’identificazione
di virus € riuscita pit frequentemente che non quella di salmonelle ed E. coli enteropatogem Lo SPe"
tro dei virus identificati si & limitato ai frequentemente osservati Entero- e Rotavirus, cosi come agli
Astro-, Adeno- e Parvovirus identificati solo in casi sporad1c1 Non sono stati trovati Coronavirus.

Gli Enterovirus sono stati osservati spesso in primavera e raramente in inverno, i Rotavirus pid
Spesso in autunno e meno in estate.

Gli Enterovirus sono presentl in modo p1u o meno uniforme negli animali di tutte le categorie di
etd; i Rotavirus, invece, appaiono pitl spesso nei suinetti fra la seconda e la quarta settimana di vita.

Entero- ¢ Rotavirus non sono da considerare agenti causali della steatorrea.

L’identificazione di Rotavirus con PELISA-Test Rotazyme™ si ¢ rivelata, secondo le no
esperienze piu sensibile che non ’osservazione con il microscopio elettronico.

stré
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Summary

To determine the prevalence of viruses in the feces of pigs of all age groups suffering from diar-
thea in Switzerland, 187 fecal samples (from 97 piggeries) were examined by direct electron micro-
scopy. Viruses were found more frequently than salmonella and enteropathogenic E. coli. Rotaviruses
and enteroviruses were detected most frequently. Only in rare cases astro-, adeno- or parvoviruses
could be observed and coronaviruses could not be found. Whereas enteroviruses were prevalent in
spring and were evenly observed in fecal samples of pigs belonging to different age groups, rotaviruses
occurred more frequently in piglets aged two to four weeks and were made out predominantly in au-
fumn. (

Neither enterovirus- nor rotavirusinfections seemed to cause steatorrhea.

In our hands an ELISA (Rotazyme™) was a more sensitive method to track rotaviruses than was
direct electron microscopy.
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