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Aus dem Institut fiir Virologie der Universitit Ziirich (Direktor: Prof. Dr. R. Wyler)

Serologische Untersuchung iiber das Vorkommen der Epizootischen
Virusdiarrhoe der Schweine (EVD) in der Schweiz

M. Hofmann und R. Wyler

1. Einleitung

Im Kot von Schweinen konnen Viren aus verschiedenen taxonomischen Familien
nachgewiesen werden (Corona-, Adeno-, Picorna-, Parvo-, Rota-, Enteroviren usw.)
[17]. Virale Enteritiden werden jedoch vor allem durch das Virus der Transmissiblen
Gastroenteritis (TGEV), der Epizootischen Virusdiarrhoe (EVDV) sowie durch Rota-
viren verursacht [13, 16, 18]. Wihrend eine Rotavirusdiarrhoe nur mit milden Krank-
heitssymptomen einhergeht, verursachen sowohl TGE- als auch EVD-Ausbriiche in-
folge der damit verbundenen hohen Ferkelsterblichkeit und verminderten Gewichtszu-
nahme bei Mastschweinen grosse wirtschaftliche Verluste.

Eine EVDV-Infektion fiithrt bei Saugferkeln nach einer Inkubationszeit von ca.
4 Stunden zu wissrigem Durchfall und Erbrechen. Durch den massiven Fliissigkeits-
verlust sterben die Ferkel nach einer Krankheitsdauer von 2 bis 5 Tagen an Dehydrata-
tion[2,4, 5, 10, 11, 20, 21]. Bei 4lteren Tieren (Jager, Mastschweine) ist die Inkubations-
zeit auf 2 bis 4 Tage verldngert, die Tiere zeigen ebenfalls starken Durchfall und eine
massive Beeintrichtigung des Allgemeinbefindens, erholen sich aber nach ungefihr
¢iner Woche wieder. Todesfille sind vor allem bei Masttieren ab etwa 70 kg Korper-
gewicht nicht selten.

Das ebenso wie das TGEV zu den Coronaviren zihlende EVDV unterscheidet sich
von anderen Coronaviren durch eine fehlende serologische Verwandtschaft mit ande-
n Vertretern dieser Familie [3, 12] sowie dadurch, dass es sich ausserhalb seines
natirlichen Wirtes nicht vermehren lisst [6, 11, 20].

Da sich EVD und TGE klinisch nicht unterscheiden lassen, ist fiir eine gesicherte
Diagnose ein Virusantigennachweis in der Diinndarmschleimhaut von erkrankten Fer-
keln (direk te Immunfluoreszenz) notig. Antikorper gegen EVDV kénnen im Blut frii-
hestens 10 Tage nach Infektion mittels indirekter Immunfluoreszenz erfasst werden.
Dafiir sind gepaarte Seren notig, um einen Antikorpertiteranstieg aufzuzeigen.

- Obwohl aus verschiedenen Lindern Berichte iiber das Vorkommen der EVD vor-
liegen [9, 16, 19], sind bisher in der Schweiz keine solchen Untersuchungen durchge-
fiihrt worden. Ziel der vbrliegenden Arbeit war es deshalb, serologisch abzukliren, ob
&sEVDV eine Rolle als Verursacher akuter seuchenhafter Durchfille in Schweinebe-

Uiehen in der Schweiz spielt. Bei diesen Ausbriichen — landliufig oft als «Luzerner
\"—‘—‘m
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Schysser» bezeichnet — konnte bisher nur in 2 Fallen eine Infektion mit dem TGEV
nachgewiesen werden [1, 8], obwohl klinisch TGE oder EVD vermutet worden war,

2. Material und Methoden
a) Serumproben

Die 2853 untersuchten Schweineseren wurden im Rahmen einer Arbeit iiber das Vorkommen der
TGE in der Schweiz durch M. Bereiter entnommen [1]. Die Seren stammten einerseits von 185
Schlachtschweinen, vor allem aus dem Schlachthof Lenzburg (keine Anamnese) und andererseits von
994 teils Mast-, teils Mutterschweinen aus 25 ausgewi#hlten Betrieben mit Bestandesanamnese. 14
dieser Betriebe hatten Probleme mit akuten Durchfillen (738 Proben), die tibrigen 11 waren gezelt
ausgewihlte Kontrollbetriebe ohne Durchfille.

b) Antikorpernachweis

Antikdrper gegen EVDV wurden mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenztechnik nachgewie-
sen [14]. Dazu infizierte man neugeborene, kolostrumfreie SPF-Ferkel, euthanasierte sie nach Beginn
des Durchfalls und entnahm den Diinndarm. Davon wurden 5 pm dicke Gefrierschnitte angefertig!
und wihrend 10 Minuten in absolutem Athanol fixiert. Die zuvor 1:100 in phosphatgepufferter
Kochsalzlgsung (PBS) verdiinnten Probeseren inkubierten wir wihrend 2 Stunden auf den Schnitten.

Abb. 1: Immunfluoreszenzpriparat eines Jejunum-Gefrierschnittes eines mit dem Virus der Epr

zootischen Virusdiarrhoe infizierten Ferkels, 25 Stunden nach Infektion. Klar zu erkennen ist df
deutlich abgegrenzte darmlumenseitige, virusantigenhaltige Bereich des Zottenepithels (rechis) U
das virusantigenfreie Gewebe der Zottenbasis (links).
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Nach dreimaliger Waschung der Praparate in PBS wurde ein 1:100 in PBS verdiinntes anti-Schweine-
I¢G-FITC-Konjugat (Nordic, Netherlands) wihrend 30 Minuten iiberschichtet. Nach nochmaliger
Waschung konnten die Schnitte in einem Leitz-Mikroskop mit Auflichtfluoreszenz ausgewertet wer-
den. Die Beurteilung erfolgte anhand des Auftretens virusspezifischer zytoplasmatischer Fluoreszenz
inden Zottenepithelzellen. Seren, die 1:100 verdiinnt (Nachweisgrenze) keine spezifische Fluoreszenz
zeigten, stufte man als negativ ein. Positive Seren wurden mit einem Faktor 2 austitriert, wobei als

Titer digjenige Verdiinnung galt, bei der die spezifische Zottenepithelfluoreszenz gerade noch deut-
lich erkennbar war [7].

3. Ergebnisse

Nachdem in Vorversuchen die einzelnen Testschritte optimiert worden waren, lies-
sen sich alle Seren anhand der Zottenepithelfluoreszenz, welche sich auf den darmlu-
menseitigen Teil der Zotten beschrinkte, eindeutig beurteilen (Abb. 1). Bei dem zuerst
durchgefithrten Screening (Serumverdiinnung 1:100) wiesen 29 der 1859 Schlachttiere
(L6%) Antikorper gegen EVDYV auf. In 7 der 14 Betriebe mit Durchfallproblemen fan-
den sich Tiere mit Antikorpern gegen EVDV und in einem Bestand gleichzeitig mit An-
ikorpern gegen TGEV. In einem weiteren Betrieb konnten nur Antikdrper gegen das
TGEV nachgewiesen werden. In den iibrigen 5 Betrieben waren weder EVDV- noch
TGEV-Antikorper festzustellen. Die Durchseuchungsrate pro Betrieb schwankte zwi-
schen 17% und 100%. Alle Seren aus den 11 Betrieben ohne Durchfall waren frei von
EVDV-Antikorpern (Fig. 1).

total untersucht
2853 Tiere

/\

A Tiere

1830 Tiere

1859 Tiere aus 994 Tiere aus
Schlachthéfen 25 Betrieben mit
ohne Anamnese Anamnese

T

738 Tiere aus

256 Tiere aus

| Seropositiv
3—._.____

seronegativ

14 Betrieben mit Durchfall 11 Betrieben ohne Durchfall

alle 256 Tiere
seronegativ

7 Betriebe ohne
seropositive Tiere
(total 467 unter-
suchte Seren)

7 Betriebe mit
seropositiven Tieren
(total 271 unter-
suchte Seren)

/\

131 Tiere 140 Tiere
seropositiv seronegativ

Fig, I: Ubersicht iiber die serologische Untersuchung von Schweinen auf Epizootische Virusdiar-
% 1n der Schweiz.
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Fig. 2: Antikorpertiter gegen das Virus der Epizootischen Virusdiarrhoe bei Schlachtschweinen
(heller Raster) und bei Tieren aus Bestinden mit Durchfallproblemen (dunkler Raster) (Zahlen iiber
den Balken = Prozentwerte).

Bei der Titration positiver Seren ergaben sich Titerwerte zwischen 1:100 und
1:3200, wobei die mittlere Titerhohe der Schlachthofseren bei 1:160, diejenige der Be-
triebsseren bei 1:690 lag (Fig. 2). Ein von Prof. M. Pensaert, Belgien, erhaltenes Hyper-
immunserum wies zum Vergleich einen Titer von 1:12 800 auf.

Bei den durch EVDYV verursachten Ausbriichen von Durchfillen konnte keine sai-
sonale Hiaufung festgestellt werden, und es waren sowohl Zucht-, als auch Mastbetriebe
davon betroffen.

4. Diskussion

Die indirekte Immunfluoreszenztechnik erlaubte den spezifischen Nachweis vot
EVDV-Antikorpern, da die virusantigenhaltigen Diinndarmepithelzellen klar vom ib-
rigen nicht infizierten Zottenepithel abgegrenzt waren. Die nicht infizierten Zellen auf
dem Schnitt dienten als negative Kontrolle. .

Infektionen mit dem EVDYV konnten damit erstmals zweifelsfrei in der Schwer

nachgewiesen werden. Vor allem in Mastbetrieben scheint die EVD aufzutreten. Ob-
wohl die Anzahl der untersuchten Betriebe zu klein ist, um allgemein giiltige Aussage’
machen zu kénnen, darf angenommen werden, dass EVDV bei etwa 50% der Fille von
akuten Enteritiden dtiologisches Agens war. Es kommt ihm dabei eine grossere Bedel”
tung zu als dem TGEV. Zu beriicksichtigen bleibt aber, dass nicht in jedem Fall mit A
tikorpernachweis bei einem Tier das EVDV Ursache des aktuell vorliegenden Durch-
falls war. Es ist durchaus moglich, dass eine weiter zuriickliegende Infektion im Bestand
vorlag.
Die festgestellten Differenzen in den Durchseuchungsraten decken sich mit det
unterschiedlichen klinischen Krankheitsverldufen in den Betrieben. Fig. 2 zeigh d.ass
Seren aus Betrieben mit Durchfallproblemen (Bestandesseren) hohe Antikorperti
aufwiesen, was darauf hindeutet, dass EVDV wirklich fiir das aktuelle Durchfallpr®
blem verantwortlich war.
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Bei einem Betrieb stellte man eine Doppelinfektion mit EVDV und TGEYV fest, was
infolge der fehlenden antigenen Verwandtschaft durchaus méglich ist.

Was die Priavalenz des EVDV in der gesamten Schweinepopulation betrifft, er-
staunt die niedrige Durchseuchungsrate von nur 1,6%. In anderen Lindern weist ein
viel hoherer Prozentsatz der Schlachtschweine Antikorper gegen EVDV auf. So sind es
zum Beispiel in Belgien zwischen 50% und 80% der Schweinemastbetriebe (Pensaert,
personl. Mitteilung). Die von uns getesteten Schlachthofseren waren vorgingig auf An-
tikorper gegen TGEV untersucht worden. Es wire moglich, dass durch das Gefrieren
und Auftauen der Seren ein Antikorpertiterverlust unter die Nachweisgrenze eintrat
und deshalb die Seren filschlicherweise als negativ beurteilt wurden.

Mit den uns zur Verfiigung stehenden Nachweismethoden fiir Antikorper gegen
EVDV und TGEYV ist es in Zukunft moglich, wenigstens bei einem Teil der Durchfall-
ausbriiche eine dtiologische Diagnose zu stellen. Diese Untersuchungen fiihrt das Insti-
tut fiir Virologie der Universitat Ziirich durch.

Zusammenfassung

Seren von 2853 Mast- und Mutterschweinen wurden mittels eines indirekten Immunfluoreszenz-
tests auf Antikorper gegen das Virus der Epizootischen Virusdiarrhoe (EVDV) der Schweine unter-
sucht. 29 von 1859 Seren (1,6%) von zufillig ausgewihlten Schlachttieren wiesen Antikorper gegen
das EVDV auf. In 7 von 14 untersuchten Schweinemast- und -zuchtbetrieben mit akuten Durchfall-
problemen («Luzerner Schysser») fanden sich Tiere mit Antikorpern gegen das EVDV. Der Anteil
seropositiver Tiere pro Betrieb lag zwischen 17% und 100%. Die in der indirekten Immunfluoreszenz
ermittelten Titer betrugen 1:100 (Nachweisgrenze) bis 1:3200. Das EVDV spielt offensichtlich auch
inder Schweiz eine Rolle als Erreger akuter seuchenhafter Durchfille bei Schweinen.

Résumé

Des sérums de 2853 truies et cochons gras furent examinés 4 'aide d’un test d’immunofluores-
cence indirecte pour la présence d’anticorps contre le virus de la diarrhée épidémique (DVEV) du
porc. 29 de 1859 sérums (1,6%) collectionnés dans des abattoirs contenaient des anticorps contre
DVEV. Dans 7 de 14 porcheries avec des problémes d’entérites, des bétes montrant des anticorps anti
DVEV furent décelées. Le pourcentage d’animaux séropositifs par exploitation variait entre 17% 2
100% et les titres d’anticorps dans les sérums des 1:100 (limite de détection) & 1:3200. Avec ces
&amens la présence de la DVE fut prouvée en Suisse orientale et centrale et on a pu montrer que le
DVEV joue un role important comme agent infectieux dans les diarrhées chez le porc.

Riassunto

2853 sieri di scrofe e maiali da ingrasso sono stati analizzati mediante un test d’immunofluores-
®nza indiretta per verificare la presenza di anticorpi contro il virus della diarrea virale epizotica
(]_)VEV). 29 su 1859 sieri (1.6%) di animali da macello scelti a caso contenevano anticorpi contro il
Vitus del’DVE. In 7 su 14 aziende d’ingrasso e riproduzione di suini con problemi acuti di diarrea
(Luzerner Schysser») sono stati trovati animali con anticorpi contro il virus del’DVE. La percentu-
dledi animali sieropositivi oscillava tra il 17% ed il 100%. I titoli accertati mediante il test d'immuno-

U0r§scenza indiretta andavano da 1:100 (diluzione minima) fino a 1:3200. Ne risulta ’evidenza che
Purein Svizzera il virus del’ DVE giuoca un ruolo come agente patogeno della diarrea acuta epidemica

dei suini,
Summary

' 2853 sera from breeding sows and fattening pigs were examined for the presence of antibodies to
f€virus of the Porcine Epidemic Diarrhoea (PEDV) of pigs by an indirect immunofluorescence test.
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29 of 1859 sera (1.6%) from randomly selected fattening pigs contained antibodies to the PEDV. Ani.
mals with antibodies to the PEDV could be found in 7 from 14 checked fattening and breeding herds,
which had problems with acute diarrhoea. The percentage of seropositive pigs per herd ranged from
17 to 100%. The titers in the indirect immunofluorescence test varied from 1:100 (lowest possible dilu-
tion) to 1:3200. Obviously also in Switzerland the PEDV is playing a part as pathogenic agent of acute
epidemic diarrhoea in pigs.
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