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Aus den Instituten fiir Veterinirbakteriologie und Veterinidrphysiologie der Universitit Ziirich
und aus dem Institut fiir Tierproduktion der Eidgenossischen Technischen Hochschule Ziirich

Orale Vakzination von Ferkeln gegen Colienterotoximie
mit einer Streptomycin-Dependenz-Revertante von Escherichia coli

von H. U. Bertschinger', H. Jucker und H. P. Pfirter

1. Einleitung

Die auch als Odemkrankheit bezeichnete Colienterotoximie kommt weltweit vor,
wobei die Haufigkeit ausgeprégten zeitlichen und geographischen Schwankungen un-
terliegt [15]. Trotz der Fortschritte in der Erforschung der Pathogenese kann die Pro-
phylaxe immer noch nicht voll befriedigen [23]. An sich miisste die aktive Immunisie-
nng moglich sein, denn im Experiment wurde beobachtet, dass sich Schweine nach
durchgemachter Odemkrankheit weder mit dem homologen noch mit einem heterolo-
gen Serotyp ein zweites Mal infizieren lassen [18]. Der Schutz wird sehr wahrscheinlich
durch das lokale Immunsystem des Darmes vermittelt, das eng mit jenem der Milch-
driise verbunden 1st [17]. Zu seiner Stimulation sind im Darmlumen grosse Mengen an
Antigen erforderlich, wie sie bei einer lokalen Schleimhautinfektion gebildet werden
[14].

Bei der Immunprophylaxe enteraler Coliinfektionen ist zwischen Saugferkeln und
ilieren Tieren zu unterscheiden. Die parenterale Vakzination der Mutter fiihrt besten-
falls zu einer guten Immunitit in der neonatalen Periode; ein Schutz in der spiteren
Siugezeit ist durch orale Immunisierung der Mutter mit Lebendkultur zu erzielen [7].
Mitdem Absetzen entfallt die laktogene Immunitit [13]. Die aktive Immunisierung der
abgesetzten Ferkel gegen Colidiarrhoe ist mit Totvakzinen fiir orale [1, 11, 16, 19] oder
parenterale Anwendung [19, 24] mit unterschiedlichem Erfolg versucht worden. Im
Gegensatz zur Colidiarrhoe ist die Colienterotoxdmie beziiglich der Immunprophylaxe
bisher wenig bearbeitet worden [5, 11, 23].

Nach den eigenen giinstigen Erfahrungen bei der oralen Immunisierung mit leben-
den, virulenten, stallspezifischen Kulturen in Verbindung mit Diétfutter [2, 3, 4] ging es
in der vorliegenden Untersuchung um die Frage, ob die virulente, stallspezifische Le-
bendkultur durch einen attenuierten Colistamm ersetzt werden konne. Als Verfahren
ur Attenuierung bot sich wegen ihrer Einfachheit die Selektion Streptomycin-depen-
fienler Mutanten an [9]. Lebendvakzinen aus Streptomycin-dependenten E. coli wurden
In Feldversuchen mit Erfolg gegen neonatale Colidiarrhoe eingesetzt [20]. Bei Absetz-
ferkeln wurde nach oraler [22] und weniger deutlich nach parenteraler Anwendung [22,

I eine Reduktion der Verluste an Colienterotoxémie festgestellt. Die Streptomycin-
“\—_

SOST‘ZAdresse: Institut fiir Veterinirbakteriologie der Universitat Ziirich, Winterthurerstr. 270,
lirich



498 H.U. Bertschinger, H. Jucker und H.P. Pfirter

dependenten Mutanten sind allerdings wenig stabil und neigen zum Verlust der Strep-
tomycin-Dependenz, was als Reversion bezeichnet wird [10]. Dabei wird die erste My.
tation nicht riickgiangig gemacht, sondern durch eine zweite Mutation in einem anderep
Genlocus supprimiert [6]. In nicht verdffentlichten Vorversuchen hatten wir beobach-
tet, dass sich Streptomycin-dependente Mutanten von schweinepathogenen E. coli im
Darm schlecht vermehren, und dass hdufig Revertanten auftreten. Streptomycin.
Dependenz-Revertanten konnen in der Virulenz ebenfalls reduziert sein [21] und gelten
als sehr stabil [8], weshalb wir uns fiir diese Form der Attenuierung entschieden.

Im folgenden berichten wir Uiber die Vertréaglichkeit und die Immunogenitit einer
Streptomycin-Dependenz-Revertante im kontrollierten Experiment sowie unter Pra-
xisbedingungen.

2. Gewinnung einer Mutante und Priifung ihrer Virulenz

2.1. Material und Methode

Bei der Gewinnung des Vakzinestammes wurde von einem frisch isolierten, Streptomycin-emp-
findlichen Feldstamm von himolysierenden Escherichia coli der Serogruppe 0 139 ausgegangen. Nach
der von Linde und Mitarb. [9] beschriebenen Technik wurden Streptomycin-dependente Mutanten
isoliert: Trypticase Soy Agar-Platten (BBL, BioQuest, Cockeysville, Md. 21030) mit Zusatz von
400 ppm Streptomycin (Streptomycinsulfat NOVO, Copenhagen) wurden massiv mit dem Feld-
stamm beimpft. Die in geringer Zahl wachsenden, gegen Streptomycin hoch resistenten Kolonien
wurden durch parallele Subkultur auf dem gleichen Medium mit und ohne Streptomycin auf Strepto-
mycin-Dependenz untersucht. Als Streptomycin-dependente Mutanten werden Keime bezeichnet,
die sich nur noch in Gegenwart des Antibiotikums vermehren. Solche Streptomycin-dependenten
Kolonien wurden nun massiv auf das Medium ohne Streptomyein iiberimpft. Die spérlichen wieder
ohne Streptomycin wachsenden Mutanten werden als Streptomycin-Dependenz-Revertanten be-
zeichnet. Fir die Herstellung der Vakzine wurde eine Revertante selektioniert, die gegen 1000 ppm
Streptomycin resistent war. Sie wurde in der Internationalen Escherichia-Zentrale in Kopenhagen se-
rologisch als E.coli 0 139 : K 12(B) : H 1 typisiert?.

Zur Priifung der Virulenz wurden in 3 Wiederholungen je 16 Ferkel aus dem Versuchsbetrieb (sh.
3.1.) mit 8 X 10% KBE einer 18 Stunden bei 37 °C angeziichteten Bouillonkultur des Vakzinestammes
individuell oral inokuliert. Als Kontrolle erhielt die gleiche Zahl von Wurfgeschwistern dieselbe Dosis
eines Wildstamms des Serotyps 0 139 : K 12(B) : H 1. Die Ferkel wurden in sorgfiltig abgeschirmen
Isolierstillen auf Flatdecks gehalten und mit Ferkelfutter 11 (Tabelle 1) gefiittert.

Mastdarmtupfer wurden vor dem Absetzen, am Tag der Inokulation sowie 3, 5, 7 und 10 Tage
danach entnommen. Die bakteriologische Untersuchung, die Schitzung der Zahl der pathogenen
E. coli und die Bewertung mit O bis 8 Punkten erfolgten wie in fritheren Versuchen [2]. Zur Idenltiflka-
tion des Vakzinestammes wurden von jeder Probe eine Blutagarplatte mit 400 ppm Streptomycin und
eine Platte ohne Zusatz beimpft. Als maximale Ausscheidung wurde der bei jedem Einzeltier beob'
achtete Hochstwert bezeichnet. Die verendeten oder notgeschlachteten Ferkel wurden mit den glei
chen pathologisch-anatomischen und bakteriologischen Methoden untersucht wie in fritheren Expe
rimenten [2].

2.2. Ergebnisse

Keines der mit dem Vakzinestamm inokulierten Ferkel entwickelte Odemkrank
heit. Der Vakzinestamm wurde von allen Ferkeln ausgeschieden. Das Maximum der

2 Frau Dr. Ida Orskov, Kopenhagen, danken wir fiir die serologischen Typisierungen.
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Tubelle 1:  Gehalt der Futtermischungen*

Ferkelfutter Diitfutter
I &u I I I
Rohprotein % 19 19 » . ”
Rohfaser % 4 4 o 0 i
Verdauliche Energie (berechnet) in MJ/kg 14 14 7 10 9
Antimikrobieller Zusatz ppm 50%*  _ ’ ° ’

* Der Gehalt an Mineralstoffen, Spurenelementen und Vitaminen aller Mischungen war einheitlich.
# Carbadox (PFIZER)

Ausscheidung schwankte von 1 bis 6, mit einem Durchschnitt von 3,4 (Tabelle 2). 10
Tage p.i. erwiesen sich noch 25 (52%) der 48 Ferkel als Ausscheider. Die Inokulation
mit dem Wildstamm von E. coli fithrte zu 17 (35%) Verlusten an Colienterotoxdmie. Bei
I5dieser Ferkel, die 4 bis 7 Tage p.i. starben oder getotet wurden, lagen Veridnderungen
wie bei klassischer Colienterotoxamie vor. Zwei weitere Ferkel, die 39 bzw. 45 Tage p.i.
iotgeschlachtet werden mussten, wiesen nur histologisch® erkennbare Lasionen von
crebrospinaler Angiopathie auf. Der Wildstamm wurde in hoherer Zahl und deutlich
linger ausgeschieden als der Vakzinestamm. Das Maximum der Ausscheidung
shwankte zwischen 3 und 7, mit einem Durchschnitt bei 5,0. 10 Tage p.i. waren noch 25
(16%) der 33 Uberlebenden Trager der Infektion. Die mittlere Tageszunahme der iiber-
ltbenden Ferkel lag in 2 der 3 Wiederholungen bei den mit dem Vakzinestamm inoku-
lerten Ferkeln deutlich hoher als beim Wildstamm.

3. Schutzversuche unter Versuchsbedingungen

3.1. Material und Methode

Die Versuche wurden im gleichen SPF-Zucht- und -Mastbetrieb durchgefiihrt wie die frither pu-
bi@zierten Experimente [2, 3, 4]. Die Schweine gehorten teils der Rasse Veredeltes Landschwein an,
ttls handelte es sich um Kreuzungen. Die Saugferkel wurden mit ihren Miittern in konventionellen
Buchten mit Einstreue und betoniertem Auslauf gehalten. Sie wurden mit 4—6 Wochen abgesetzt und
sogléich in den Versuch genommen. Dabei wurde sorgfiltig darauf geachtet, dass die Ferkel jedes
Wurfes gleichmissig auf die verschiedenen Versuchsverfahren verteilt wurden, und dass die Gesamt-
%wichte der Ferkel in den einzelnen Verfahren moglichst iibereinstimmten. Die Ferkel jedes Absetz-
shubes wurden einheitlich entweder in konventionellen Buchten mit automatischen Trinken oder in
S?tdecks mit partiell perforierten Boden, Nippeltrinken und automatisch gesteuerter Beliiftung ge-
dlten.,

Die Anziichtung der Vakzine erfolgte als Oberflachenkultur auf Trypticase Soy Agar wihrend 24
Stunden bej 37 °C, als Bouillonkultur in Trypticase Soy Broth wihrend 16 Stunden bei 37 °C auf ei-
ner Schiittelmaschine oder chargenweise in einem beliifteten Fermenter mit anschliessender Gefrier-

"ocknung*. Bei den 2 erstgenannten Herstellungsarten konnte die Vakzine im Kiihlschrank wihrend
\\—

5 *Herm Prof. Dr. J. Pohlenz, damals im Institut fiir Veterindrpathologie (Direktor: Prof. Dr.
I. T:.C. H. Stiinzi) danken wir fiir die zahlreichen histologischen Untersuchungen.
Herm Dr. F. Roos ¢/ 0 ufa-med, 6210 Sursee, danken wir fiir die Herstellung der Versuchschargen.
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1Monaten, bei der dritten bei Zimmertemperatur wihrend 6 Monaten ohne Keimzahlverlust aufbe-
wahrt werden. Nachdem sich die Vakzinen in ihrer Wirksamkeit nicht unterschieden, werden die
Ergebnisse gemeinsam dargestellt.

Zu Beginn der Versuche gaben wir den Ferkeln die Vakzine mit einer Injektionsspritze individu-
dlins Maul, und zwar kurze Zeit nach der Futteraufnahme. In der Mehrzahl der Versuche gingen wir
dazu iiber, die Vakzine im Futter zu applizieren. Hiefiir befeuchteten wir eine Futtermenge, die inner-
halb weniger Stunden konsumiert wurde, gleichmissig mit der Vakzine. Diese wurde bei Bedarf mit
Leitungswasser weiter verdiinnt. Zu Vergleichszwecken wurde die Vakzine auch im Trinkwasser ver-
abreicht, wobei die Kultur der gesamten Trinkwasserration des betreffenden Tages zugemischt
wurde.

Die Vakzine wurde erstmals einen Tag nach dem Absetzen gegeben. Die einmalige Gabe wurde
werglichen mit der Gabe an 2 aufeinanderfolgenden Tagen, an 2 Tagen mit 1 Woche Abstand und mit
der taglichen Gabe an 10 aufeinanderfolgenden Tagen (Tabelle 5). Die Gesamtdosis der Vakzine
wurde iiber einen weiten Bereich (3,4 X 10¢ bis 9,2 X 10!! KBE) variiert (Tabelle 3).

Um wihrend der Immunisierung die Einschleppung von anderen pathogenen E. coli zu vermei-
den, wurden die Ferkel schon vor dem Absetzen bakteriologisch untersucht. Wiirfe mit Erregeraus-
xheidung wurden von den Versuchen ausgeschlossen. Im weiteren wurde Spontaninfektionen durch
Einsatz eines ndhrstoffarmen, rohfaserreichen Didtfutters entgegengewirkt. Nach dem Absetzen er-
iclten die Ferkel wihrend 12 bis 14 Tagen Diitfutter der Varianten I oder II'(Tabelle 1). Die Ergeb-
msse werden fiir die Futtertypen nicht gesondert dargestellt, weil sich diese in fritheren Versuchen als
geich wirksam erwiesen hatten [2, 4].

Nach dieser Diédtphase wurde abrupt umgestellt auf Ferkelfutter I (Tabelle 1), das einem han-
delsiiblichen Alleinfutter fiir Ferkel entsprach. Einen Tag nach der Futterumstellung erfolgte die Be-
hstungsinfektion mit einem aus der Versuchsherde isolierten himolysierenden Stamm von E. coli des
Serotyps 0139 : K 12(B) : H 1. Fiir jedes Ferkel wurden gegen Ende der Morgenfiitterung 10 ml einer
6Stunden bei 37 °C angeziichteten Bouillonkultur ins Futter gemischt, was einer Dosis von 2,0 X 10°
KBE entsprach.

Bei der Ermittlung der maximalen Coliausscheidung nach der Belastungsinfektion wurden nur
dieWerte ab 3. Tag nach der Belastung beriicksichtigt, um Verfilschungen durch das Inokulum selbst
z vermeiden.

Iabelle 3: Schutzversuch mit oraler Belastungsinfektion. Abhéngigkeit des Schutzes von der fiir die
Vakzination verwendeten Gesamtkeimzahl ohne Riicksicht auf Applikationsart und Aufteilung der
Vakzinegesamtdosis.

Vakzine Anzahl Ferkel- Verluste an Colienterotoximie Anteil Ferkel mit starker
Gesamt- Wieder- zahl - Ausscheidung des Wild-
léimzahl  holungen Widhmend TG stammes (= 4) nach
KBEX 10° des Versuches Immunisierung Belastung Belastung (%)

- 14 120 0 11 (9,2%) 76
< 7 53 0 4 (1,5%) 77

I~ 4 5 43 0 0 40

-9 5 39 0 0 26

10- 19 5 42 0 2 (4,8%) 64
X~ 39 3 28 0 0 32
4- 79 8 72 0 1 (1,4%) 19
80-159 6 49 0 0 20
180-319 9 75 0 0 7
D639 4 35 0 0 14
> 640 4 30 0 0 3

70 586 0 18 (3,1%)
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3.2 Ergebnisse

Storungen der Versuche durch Spontaninfektionen vor Abschluss der Immunisie-
nung konnten weitgehend vermieden werden. Allerdings mussten einige Wiirfe wegen
positiver bakteriologischer Befunde ausgeschlossen werden. Von 1061 Ferkeln aus 125
Wiirfen, die vor dem Absetzen untersucht wurden, waren 44 Ferkel (4,1%) aus 11 Wiir-
ien(8,8%) infiziert, doch starben nur 4 Ferkel aus diesen Wiirfen wihrend der Sdugezeit
an Colienterotoxémie.

Wihrend der Immunisierungsphase kam es weder bei vakzinierten Ferkeln noch
beiden Kontrollen zu Erkrankungen an Colienterotoxdmie. Nach der Belastungsinfek-
tion betrug die mittlere Mortalitét bei den nicht immunisierten Kontrollgruppen 9,2%
(Tabelle 3), wobei die Werte in den 14 Wiederholungen zwischen 0 und 25% schwank-
ten. 76% der nicht vakzinierten Kontrollferkel erreichten eine maximale Ausschei-
dungszahl von 4 oder mehr.

Bei den vakzinierten Ferkeln war der Impfschutz in hohem Masse von der Impf-
dosis abhéingig. Wenn man alle Ergebnisse zusammenfasst, ohne die Anzahl Impftage
oder die Art der Applikation zu beriicksichtigen, entsprachen die Ausfille und die Co-
lausscheidung bei den 53 Ferkeln mit einer Vakzine-Gesamtdosis unter 1 X 10° KBE
eiwa den Werten bei den nicht vakzinierten Kontrollen (Tabelle 3). Mit zunehmender
Vakzinedosis reduzierte sich die Verlustquote. Bei Keimzahlen iiber 8 X 1019 KBE pro
Ferkel kam es nicht mehr zu Ausfillen. Der Anteil der Tiere mit maximaler Ausschei-
dung des Wildstammes von 4 und mehr lag bei 20% oder darunter. In den auf die Vakzi-
negaben folgenden Tagen erschienen hohe Keimzahlen des Vakzinestammes im Kot.
Nach der Futterumstellung und der Belastungsinfektion wurde der Vakzinestamm
auch von schlecht immunisierten Tieren wesentlich schwicher ausgeschieden als der
Wildstamm,

Ein Vergleich der Vakzineapplikation im Futter und im Trinkwasser ergab eine
deich starke Ausscheidung des Vakzinestammes und einen gleich guten Schutz vor der
Belastungsinfektion (Tabelle 4). Wurde die Vakzine-Gesamtdosis auf 10 aufeinander-
llgende Tage verteilt, so resultierte eine schlechtere Immunitit als bei Gabe an einem
Tag, an 2 aufeinanderfolgenden oder an 2 Tagen mit einer Woche Abstand (Tabelle 5).

Tabelle 5: Vergleich zwischen ein- und mehrmaliger Vakzination bei Verwendung einer Gesamt-
dosis von 3,2 bis 11,0 X 10° KBE im Trinkwasser und Verwendung von Diitfutter II.

‘I““l?hl Abstand Anzahl Ferkel-  FErgebnis der Belastungsinfektion

mpiunge i i - : :

plungen ﬁ':}lsﬁ}l‘gnen xllicrlleren zall Anteil Ferkel mit Verluste an Coli-
Tage ® des Vgrsuches AP er AT SHISTIDERIE

scheidung des
Wildstammes = 4

0 _ 6 50 84% 4 (8%)
‘ - 3 27 33% 0
! 1 2 13 23% 0
: 7 3 26 19% 0
y 1 2 13 46% 0
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Das letztgenannte Verfahren verhinderte die Ansiedlung des Wildstammes am wirk.
samsten.

4. Praxismissiger Einsatz der Vakzine

4.1. Material und Methode

Zur Erzielung einer liickenlosen Bestandesimmunitit wurden sowohl die triachtigen Sauen als
auch die Absetzferkel oral immunisiert. Die Impfung der Sauen erfolgte frithestens 6 Wochen und
spatestens 1 Woche vor der Geburt. Ohne die Fiitterung zu éndern, wurden an 2 aufeinanderfolgep-
den Tagen je 20 ml Vakzine mit einer Keimzahl von 1,5 X 10° KBE pro ml iiber das Futter gegossen.

Die Ferkel erhielten wihrend der Sidugeperiode ein betriebsiibliches Alleinfutter fiir Ferkel
Nach dem Absetzen folgte wihrend der Immunisierungsphase das Didtfutter I11, das danach allmah.
lich durch das betriebsiibliche Ferkelfutter ersetzt wurde. Es wurde nach 3 Impfprogrammen gearbei-
tet (Tabelle 6), die sich in der Zahl der Impfungen und/oder in der Impfstoffdosis unterschieden. Die
Besitzer erhielten die Anweisung, die Vakzine griindlich mit dem Futter zu vermischen. Sie hatten
itber die Durchfiithrung der Impfung, den Zeitpunkt der Futterumstellung und iiber die Tierverluste
Protokoll zu fithren. Rund % der Tierabgénge wurden zur pathologisch-anatomischen Untersuchung
an unser Institut eingesandt. Bei den nicht untersuchten Ferkeln wurde die gleiche Diagnose ange-
nommen wie bei den sezierten Ferkeln des gleichen Betriebes mit analogem klinischem Vorbericht.
Beim praxismaissigen Einsatz der Vakzine erfolgte keine Belastungsinfektion. Auch musste auf nicht
vakzinierte Kontrolltiere verzichtet werden.

In dem im Abschnitt 3.1. erwdhnten Versuchsbetrieb wurden iber 9 Monate hinweg alle trichti-
gen Sauen und alle Absetzferkel gemiss Impfprogramm A (Tabelle 6) vakziniert. Das Diatfutter Ill
kam withrend 12 Tagen zur Anwendung. Im Sinne einer Kontrolle wurden hier die Verluste unmittel-
bar vor und nach dem Vakzinationsversuch ermittelt. Hiezu wurden 33 bzw. 43 Absetzferkel bei
Ernihrung mit dem Ferkelfutter II analog zur Belastungsinfektion im Abschnitt 3.1. mit virulenter
Colikultur inokuliert.

Fiir die Felderprobung der Vakzine wihlten wir 13 Betriebe mit laut Vorbericht hohen Verlusten
an Colienterotoximie aus. Eine exakte Ermittlung der Tierverluste vor und nach dem Vakzinations
versuch war nicht moglich, weil stindig vorbeugende Massnahmen verschiedenster Art zur Anwen-
dung kamen.

4.2. Ergebnisse

Im Versuchsbetrieb wurden bei den vakzinierten Sauen keine gesundheitlichen
Stérungen beobachtet; Trichtigkeit und Geburt verliefen normal. 1598 Absetzferkel

Tabelle 6: Impfprogramme fiir den praxismassigen Einsatz der Vakzine bei trichtigen Sauen und
bei Absetzferkeln.

Pro- Vakzine-Tages- Vakzine-Tages- Impftermine fiir Absetzferkel " Dauer der
gramm  dosis fiir Sau*  dosis fiir Tag nach Absetzen # Didtfiitterung
9 Tage
bk R I Q‘t};s};:t)z(f?g;el Wihrend Nach Umstellung o
Diatfiitterung  auf Ferkelfutter
A 30 30 2,9 16 12
B 30 15 2,3,4,509 16 12
C 30 15 2,3,4,56,7, 17,18 15
8,9, 10, 11

» ’

* Impfung frithestens 6, spatestens 1 Woche vor der Geburt an 2 aufeinanderfolgenden Tagen
# Der Absetztag wird als Tag 1 bezeichnet
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surden vakziniert. Davon verendeten 11 in den ersten 4 Wochen nach dem Absetzen. 6
dieser Ferkel kamen zur Sektion, und bei 2 wurde Colienterotoxdmie diagnostiziert. In
enem Fall liess sich nur der Vakzinestamm nachweisen, im anderen ein E. coli der Sero-
guppe 0 141 : K 85a, b(B). Somit kénnen die Verluste an Colienterotoxdmie hoch-
sens 7 Ferkel (0,4%) betragen haben. Von den nicht vakzinierten Kontrollferkeln erla-
gn der Belastungsinfektion vor Versuchsbeginn 21 von 33 (64%) und nach Versuchs-
ende 16 von 43 Ferkeln (37%). Die Miitter dieser Ferkel waren ebenfalls vakziniert
worden.

Aus den Feldbetrieben erhielt das Institut Versuchsprotokolle iiber die Vakzina-
tion von insgesamt 14 063 Ferkeln. Die Verluste an Colienterotoximie schwankten
nicht nur zwischen den Betrieben, sondern im Laufe der Zeit auch innerhalb mancher
Betriebe. Die Gesamtverluste betrugen im Durchschnitt 1,36% (Tabelle 7); in 4 Betrie-
ben blieben sie unter 0,5% und in 2 Bestéinden iiberstiegen sie 3%. Der hochste Verlust
wn6,2% wurde in einem Betrieb registriert, in dem nur 2 Absetzschiibe in den Versuch
enbezogen werden konnten. '

Durch den Vakzinestamm bedingte Fille von Colienterotoxémie waren in 10 der 13
Betriebe schon wihrend der Didtphase zu beobachten (Tabelle 7). Wo sie ein beson-
deres Problem darstellten, wurde die Vakzinedosis pro Tier und Tag von 30 auf
15x10° KBE reduziert und dafir die Zahl der Impfungen verdoppelt (Tabelle 6, Pro-
gamm B). Die Verteilung der Gesamtdosis auf eine langere Zeit vermochte diese Ver-
luste um zwei Drittel zu senken. Fiir 2 Betriebe, in denen die immunisierende Wirkung
ncht ausreichte, wurde eine weitere Erhohung der Zahl der Impfungen mit verlingerter
Digtfiitterung (Programm C) eingefiihrt. Todesfélle durch den Vakzinestamm nach
Abschluss der Immunisierung waren bei jedem der 3 Impfprogramme etwa gleich hiu-
fig zu beobachten. Die hohere Zahl von Immunititsdurchbriichen durch den Wild-
samm in den Programmen B und C ist wohl durch die erhohte Krankheitsbereitschaft
nden betreffenden Betrieben zu erklaren. In diesem Sinne ergab Programm C neben
dem hochsten Aufwand auch die grossten Gesamtverluste.

In 3 Betrieben bestanden Infektionen mit anderen als dem in der Vakzine enthalte-
wen Colityp. In 4 weiteren Betrieben kam der gleiche Typ wie in der Vakzine zusammen

Tabelle 7: Praxisgemisser Finsatz der Vakzine in Problembetrieben. Orale Impfung der trichtigen
Swenund der Absetzferkel, bei diesen kombiniert mit Didtfutter II1. Keine ungeimpften Kontrollen.

lmpt- Anzahl Anzahl Verluste nach dem Absetzen infolge Infektion mit  Total
frogramm ° Betriebe  Ferkel ST R—— Whidcrmniie

wihrend nach wihrend nach

Diit Diit Diit Dait

% % % % %
A 6 3517 0,48 0,54 0,03 0,11 1,16
8 8 7322 0,15 0,49 0,11 0,66 1,41
¢ 2 3224 0,09 0,68 0,03 0,71 1.51
AB.C 13* 14063 022 0,54 0,07 0,53 1,36

Sche Tabelle 6.
Einzelne Betriebe erscheinen bei mehr als einem Programm.
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mit anderen Typen vor. Dabei handelte es sich um die Serogruppen 0 141 : K 85a,¢(p)
und 0 141 : K 85a, b(B), seltener auch um die Serogruppe 0 149 : K 91(B) 88(L). Den.
noch lag in 4 dieser 7 Betriebe die Haufigkeit von Impfversagern unter dem Gesan.
durchschnitt. In den 3 Betrieben mit iiberdurchschnittlichen Verlusten hielten sich djc
durch den heterologen Wildstamm und die durch die Vakzine bedingten Verluste etw;
die Waage. Nachtrigliche Krankheitsausbriiche durch heterologe Colitypen wurdenin
keinem Fall registriert.

In 4 Betrieben, wo das hier vorgestellte Immunisierungsprogramm nur bei einen
Teil der Tiere angewandt wurde, ergaben sich bei Absetzferkeln, die selbst keine Vak-
zine erhalten hatten, durch den Vakzinestamm bedingte Todesfille. In einem dieser
Falle betrug der Verlust 23 von 159 Ferkeln.

5. Diskussion

Bei bakteriellen Vakzinen besteht die Tendenz, jene Antigene anzureichern, welche
die Bildung schiitzender Antikorper anregen. Bei der Colienterotoxdmie wird an Impf-
stoffen gearbeitet, die neutralisierende Antikorper gegen das Vasotoxin (Neurotoxin)
induzieren [5]. Die entsprechenden Vakzinen sind jedoch fiir die Praxis bisher nicht
verfiigbar. Demgegeniiber erzeugt der von uns gepriifte Impfstoff eine Immunitit ge-
gen die Besiedlung des Darmtraktes. Bei der neonatalen Colidiarrhoe ist diese Formder
Immunitét von den Antigenen der Bakterienzellwand und allfilliger Kapseln weitge-
hend unabhiingig; sie wird auf eine Immunitit gegen die adhisiven Pili zuriickgefiihr
[12]. Die in unseren Versuchen beobachtete Kreuzimmunitit gegen heterologe Sero-
gruppen kann als Hinweis auf das Vorkommen gemeinsamer adhisiver Antigene bel
Erregern von Colienterotoxdmie gedeutet werden.

Soweit unsere Experimente auf die Schweineherde des Versuchsbetriebs be
schriankt blieben, liessen sie auf vollige Unschidlichkeit und gute Immunogenitit des
Vakzinestammes schliessen. Fiir eine verlissliche Immunisierung waren allerdings ver-
hiltnismissig hohe Keimzahlen erforderlich, weil das zum Schutz vor Spontanerkran-
kungen verwendete Diitfutter die Proliferation des Lebendimpfstoffes beeintréchtige
[2]. Die Produktion der nétigen Impfstoffmenge in Fermentern wire sowohl technisch
als auch wirtschaftlich durchaus machbar.

Die orale Vakzination der trichtigen Sauen fiihrte in unseren Versuchen niezu¢r
kennbaren Schidigungen. Colienterotoximie bei Saugferkeln und in den allererstel
Tagen nach dem Absetzen wurde offensichtlich verhindert. Die Resultate aus dem Ver-
suchsbetrieb belegen, dass der Effekt der Sauenvakzination auf die Saugezeit be-
schriinkt blieb; bei Ferkeln vakzinierter Sauen betrugen die Verluste nach dem Absel-
zen bis zu 64%. _

Ein deutlich anderes Bild ergab sich in einem Teil der Feldbetriebe. Hier zeigle!
sich einerseits zu hohe Restvirulenz und andererseits ungeniigende Immunisieru
Dabei diirfte es sich kaum um eine Verinderung der Virulenz des Vakzinestami®
handeln. Zeitweise fand Vakzine der gleichen Herstellungscharge im Versuchsbemleb
und in Feldbetrieben mit unbefriedigenden Ergebnissen Anwendung. Ausserdem fie
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af, dass es mit wenigen Ausnahmen dieselben Feldbetriebe waren, die erhohte Verlu-
de durch den Vakzinestamm und durch ungeniigende Immunisierung erlitten. Diese
Beobachtungen legen es nahe, die unterschiedliche Empfanglichkeit der Schweine in
den einzelnen Betrieben als Ursache der abweichenden Resultate zu betrachten. Die
Einfiihrung der hier beschriebenen attenuierten Lebendvakzine in die Praxis stosst vor-
linfig auf grosse Schwierigkeiten, weil die Prifung der Unschiadlichkeit und der Wirk-
amkeit durch den Hersteller und durch die Behorden ein kostspieliges und uniiber-
shaubares Vorhaben darstellt, solange die Empfianglichkeit der Versuchstiere nicht
wstevert werden kann. Die Einfithrung einer solchen Vakzine in die Praxis wiirde aber
entsprechende Priifmoglichkeiten voraussetzen.

Selbst wenn die hier vorgestellte Bakterienmutante die Anforderungen an eine pra-
sisreife Lebendvakzine nicht voll erfiillt, haben die Experimente doch bestitigt, dass
oral angewandte Lebendimpfstoffe einen guten Schutz gegen Colienterotoxamie erge-
ben, und dass sich das Diatfutter mit tiefem Nahrstoff- und hohem Rohfasergehalt zur
Reduktion der Verluste an Odemkrankheit eignet. In Kombination mit der aktiven Im-
mumisierung mit virulenten stallspezifischen Kulturen ist dieses Futter ein wertvolles
Verfahren zur Beherrschung der Colienterotoxdmie in Problembestinden [4].

Zusammenfassung

Es wurden Vakzinationsversuche gegen Colienterotoxdmie mit einem Lebendimpfstoff
durchgefithrt, der aus einer von Streptomycin-Dependenz revertierten Mutante von E.coli
0139:K12(B): H1 hergestellt worden war. Bei der Unschadlichkeitspriifung blieben die 48 mit dem
Vakzinestamm inokulierten Ferkel gesund, wihrend 17 von 48 mit einem Wildstamm inokulierten
Wurfgeschwistern an Colienterotoximie erkrankten.

In Schutzversuchen wurden 466 Absetzferkel oral mit abgestuften Keimzahlen immunisiert. Zur
Verhinderung von Spontanerkrankungen erhielten sie wihrend der Immunisierung ein nihrstoffar-
mes, rohfaserreiches Didtfutter. Nach Belastungsinfektion mit einem virulenten Stamm desselben
Serotyps waren alle 189 Ferkel geschiitzt, die mit einer Gesamtdosis iiber 8 X 10'® KBE vakziniert
worden waren. Bei den 120 Kontrollferkeln betrug der Verlust 9,2%. Die Anwendung der Vakzine im
Futter und die Gabe im Trinkwasser erwiesen sich als gleichwertig. Die Aufteilung der Vakzinedosis
af Tag 2 und Tag 9 nach dem Absetzen ergab den besten Schutz.

In Feldversuchen wurden in 13 Betrieben iiber 14 000 Ferkel vakziniert. Zur Verhinderung von
Erkrankungen wihrend der Siugezeit wurde die Vakzine auch den trichtigen Sauen verabreicht. In
¢nem Teil der Betriebe wurden ebensogute Ergebnisse wie in den Schutzversuchen erzielt. Der Schutz
ustreckte sich auch auf heterologe Serogruppen. In anderen Betrieben jedoch traten vakzinebedingte
Verluste wihrend der Immunisierung auf. Auch war hier der Impfschutz teilweise ungeniigend.

Résumé

Nous avons procédé a des essais de vaccination contre I’entérotoxémie colibacillaire en
“Mployant un vaccin atténué vivant, obtenu & partir d’'une souche d’Escherichia coli
39: K 12(B) : H 1 révertante d’'une mutation qui I’avait rendue dépendante de la streptomycine.
Lors des tests d’inocuité aucune maladie ne se déclara chez 48 porcelets inoculés avec la souche vac-
‘nale. En revanche, 17 porcelets sur 48 provenant des mémes portées succombérent a I’entérotoxémie
wlibacillaire aprés inoculation avec une souche virulente.

Lors des essais de protection 466 porcelets furent immunisés par voie orale apres le sevrage avec
"I quantité croissante de germes. Pour empécher que la maladie ne se déclare spontanément, ils fu-
“tnourris pendant la période d’immunisation avec un aliment pauvre en substances nutritives, mais
fcheen cellulose brute. 189 porcs ayant recu une dose de plus de 8 X 10'° germes résistérent a une in-
“tlion experimentale avec une souche virulente du méme sérotype. En revanche 9,2% des 120 ani-



508 H.U. Bertschinger, H. Jucker und H.P. Pfirter

maux de contrdle succombérent. La protection fut la méme, que le vaccin soit mélangé a I'aliment g,
qu’il soit administré dans I’eau. La meilleure protection fut enregistrée lorsque la dose totale fut .
partie en deux fois, le 28m¢ et le 9™ jour apreés le sevrage.

Dans une série d’essais en pratique, 14 000 porcelets provenant de 13 exploitations furent vac.
cinés. Les truies portantes furent aussi vaccinées pour éviter que la maladie ne se déclare pendant Iz
période d’allaitement. Dans une partie de ces exploitations, on enregistra de bons résultats, analogues
aceux cités plus haut, le vaccin protégeant aussi bien contre une infection par des souches homologues
qu’hétérologues. En revanche, dans I’autre partie de ces exploitations, on observa des pertes duesi s
souche vaccinale ainsi qu’une protection souvent insuffisante contre la maladie de I'cedéme.

Riassunto

E.coli 0139 : K 12(B) : H 1 isolata sul terreno ¢ stata resa dipendente dalla streptomicina. Di
questa una retromutante é stata impiegata per la produzione di un vaccino con germi vivi attenuat,
Nessuno dei 48 suinetti svezzati inoculati con questo stipite vaccino ha sviluppato una enterotossemia
dacoli. 48 suinetti della stessa figliata sono stati inoculati con uno stipite selvaggio; di questi 17 si sono
ammalati di enterotossemia da coli.

466 suinetti da svezzare sono stati immunizzati per via orale con quantita di germi scalate. Per
evitare eventuali malattie spontanee hanno ricevuto durante 'immunizzazione una dieta povera di
sostanze nutritive ma ricca in fibra bruta. Infettati con uno stipite virulento dello stesso sierotiposono
risultati protettii 189 suinetti vaccinati con una dose superiore a § X 10'9. Nei 120 suinetti di controllo
le perdite sono state del 9,2%. L’impiego del vaccino nel mangime o la somministrazione con 'acqua
sono risultati equivalenti. La ripartizione della dose di vaccino fra il secondo e il nono giorno dopolo
svezzamento ha fornito la miglior protezione.

Nel corso di esperimenti sul terreno, in 13 aziende sono stati vaccinati piti di 14 000 suinetti. Inol
tre il vaccino € stato somministrato anche alle scrofe gravide per evitare malattie durante I'allattamen-
to. In una parte degli allevamenti si sono ottenuti risultati paragonabili ai primi esperimenti di in-
munizzazione. In altre aziende si sono avute delle perdite causate dal vaccino stesso. In questi casi an-
che I'immunitd da vaccinazione era in parte insufficiente.

Summary

Experiments were conducted to prevent E. coli enterotoxaemia by oral vaccination. A revertanl
from a streptomycin-dependent strain of E. coli 0 139 : K 12(B) : H 1 was selected for the production
of a live vaccine. 48 weaners inoculated with the vaccine remained healthy, whereas 17 out of 48 litter
mates inoculated with the same dose of a wild strain succumbed to enterotoxaemia.

466 weaners were vaccinated orally with graded doses of the vaccine. To protect against spon-
taneous disease during the period of immunization they were fed a diet low in nutrients and llii%hm
fibre. 189 pigs vaccinated with a total dose exceeding 8 X 10'® CFU were immune to a challenge i
oculation using a homologous virulent strain; by contrast losses with the 120 controls amounted 10
9,2%. Feed and drinking water were equally effective as vehicles for the vaccine. The best protection
was obtained when the dose was given in two halves on days 2 and 9 after weaning. .

In field trials over 14 000 piglets in 13 herds were vaccinated. Enterotoxaemia in the nursing
piglets was prevented by oral vaccination of the pregnant sows. In some herds the results were as good
as under experimental conditions; in addition the vaccine protected against heterologous serogroup
In other herds however, vaccine-related losses occurred during the period of immunization and pr
tection was sometimes insufficient.
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