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1 Einleitung

Die Schweinedysenterie (SD) ist eine weltweit verbreitete und wirtschaftlich sehr bedeut-
same Krankheit heranwachsender Schweine. Klinisch steht eine mukohamorrhagische
Diarrh6 im Vordergrund der Symptomatik. Der erst viel spater nach Erstbeschreibung der SD
(Whiting et al. 1921) nachgewiesene Erreger, Brachyspira (B.) hyodysenteriae (Taylor und
Alexander, 1971), bildet mit weiteren Brachyspira spp. das einzige Genus in der Familie
Brachyspiraceae. Zusammen mit den Genera Leptospira, Borrelia und Treponema gehort
das Genus Brachyspira zu den medizinisch und/oder veterinarmedizinisch bedeutsamen

Spirochaeten.

B. hyodysenteriae ist serologisch nicht einheitlich. Hampson und Stanton postulierten 1979
die Existenz von 11 Serogruppen mit jeweils einem oder mehreren Reprasentanten
(Hampson und Stanton, 1997). Bis zu diesem Zeitpunkt waren 9 Serotypen bekannt, die
jedoch unerklarlicherweise nicht mit den gleichlautenden (neuen) Serogruppen uberein-
stimmten (Baum und Joens, 1979; Hampson und Stanton, 1997; Li et al., 1991; Mapother
und Joens, 1985). Die Ursache fiir diese unbefriedigende Situation duirfte aller Wahrschein-
lichkeit nach daran liegen, dass innerhalb der Spezies B. hyodysenteriae einzelne Stamme

nicht nur Gber Serotyp-spezifische sondern auch Uber kreuzreagierende Antigene verflgen.

Die serologische Typisierung der Brachyspiren erfolgt anhand ihres Lipooligosaccharids
(LOS). Je nach angewandter Methodik der Untersucher besitzen die bisher beschriebenen
Techniken zur serologischen Charakterisierung je nach Qualitédt bzw. Reinheit des Antigens
einen unterschiedlich hohen Diskriminierungsgrad. Auch bei Verwendung eines reinen LOS
dirfte allein schon wegen seines komplexen Aufbaus, flr den zahlreiche Gene kodieren,
eine eindeutige Trennung von Feldstdmmen sehr schwer moéglich sein. Die Einteilung in
Serogruppen, bei der Serotyp-lbergreifende (kreuzreagierende) Antigene eine hdhere
Bertiicksichtigung fanden, muss damit als pragmatischer, jedoch leider wenig reproduzier-
barer, Kompromiss interpretiert werden, den methodischen Unzulanglichkeiten bei der

Aufklarung der serologischen Diversitat des Erregers Rechnung zu tragen.

Die Diversitat der Serotypen entsteht durch Mutation und Selektion. Selektionskriterium ist
die bestehende Immunitatssituation in einer Schweinepopulation. An Schweinedysenterie
erkrankte Tiere entwickeln nach der Genesung einen belastbaren Schutz gegen eine
Reinfektion mit dem gleichen Serotyp. Sie kdnnen jedoch bei Infektion mit einem anderen
Serotyp erneut erkranken. Die Serotypisierung dient demnach nicht ausschliellich der
Klassifizierung von Erregern, sondern beantwortet wichtige Fragen im Zusammenhang mit

der Epidemiologie und dem Schutz vor der Dysenterie. So entscheidet die Serodiversitat



eines Erregers u. a. mit darlber, wie eine Trennung von Produktionsabschnitten im Detail zu

gestalten ist.

Dieser hohe Stellenwert einer serologischen Charakterisierung von B. hyodysenteriae-Feld-
isolaten im Rahmen der Epidemiologie, gab, vor dem Hintergrund der fehlenden Kenntnisse

Uber die Serodiversitat des Erregers in Europa, Anlass zu der vorliegenden Untersuchung.

Ziel dieser Arbeit war eine Zuordnung von Feldisolaten unterschiedlicher Herkunft zu exis-
tenten Serotypen und nicht zu Serogruppen. Die Serotyp-Zugehdrigkeit entscheidet schlief3-
lich, ob Tiere nach Reinfektion wieder erkranken konnen oder nicht. Gleichfalls sollte die
Serotypisierung aus methodischer Sicht derart optimiert werden, dass Unwagbarkeiten, die
im besonderen methodischen Geschick der jeweiligen Untersucher liegen (z. B. bei der
Adsorption von Seren mit heterologen Antiseren) von vornherein ausgeschlossen werden.
Demzufolge war zu prifen, ob nicht Immunoblotverfahren wegen ihrer Eignung zur Demar-
kierung kreuzreagierender Antigene fir die Beantwortung der Fragestellung besonders

geeignet erscheinen.



2 Schrifttum

21 Die Dysenterie des Schweines

Die Schweinedysenterie ist eine weltweit verbreitete Erkrankung von grofR3er wirtschaftlicher
Bedeutung. lhre erste Beschreibung geht auf das Jahr 1921 zurtick (Harris, 1974; Harris und
Kinyon, 1974, Whiting et al., 1921). Der Erreger, Brachyspira (B.) hyodysenteriae, wurde
jedoch erst 50 Jahre spater entdeckt und nach tierexperimentellen Untersuchungen als
eigentlicher Verursacher der Dysenterie anerkannt (Taylor und Alexander, 1971). Auch in
Deutschland hat B. hyodysenteriae eine hohe Pravalenz bei durchfallkranken Schweinen
(Herbst et al., 2004)

Wichtigstes klinisches Kennzeichen dieser auf fakal-oralem Weg Ubertragenen Infektions-
krankheit ist eine mukohamorrhagische Diarrhé (Alexander und Taylor, 1969). Diese betrifft
insbesondere heranwachsende Tiere in der Mast und flihrt wegen der hohen Morbiditat (bis
90 %) und Mortalitat (bis 30 %) zu massiven dkonomischen Verlusten (Harris, 1974; ter
Huurne und Gaastra, 1995).

Die Ubertragung von B. hyodysenteriae erfolgt vornehmlich durch latent infizierte Schweine,
jedoch auch durch belebte und unbelebte Vektoren. Unter den belebten Vektoren haben
Ratten und Mause, die in Schweinebestanden nicht selten vorkommen, Bedeutung. Beide
sind empfanglich fir B. hyodysenteriae ohne jedoch selber zu erkranken (Songer und Harris,
1978). Nach oraler Aufnahme gelangt der Erreger in den Dickdarm. Nach der Ausscheidung
schitzen Kot und Schleim die Spirochaeten sowohl vor rascher Inaktivierung als auch vor
dem Einfluss des sauren Milieus im Magen nach erneuter Infektion (Hampson und Stanton,
1997). Der schleimige Kot wird gern von anderen Schweinen aufgenommen. Da er
besonders erregerhaltig ist, fihrt dieses Verhalten zu einer sicheren Verbreitung des
Erregers innerhalb des Bestandes. Ab dem zweiten Tag post infectionem (p.i.) kann
B. hyodysenteriae bereits im Darm nachgewiesen werden (Pohlenz et al., 1983). Bis zur
Entstehung erster Krankheitsanzeichen kénnen 5 bis 24 Tage vergehen (Olson, 1974). Die
Erreger befinden sich im friihen Stadium der Erkrankung entlang des intestinalen Epithels
des Colons, dringen dann in die tiefen Krypten ein und kénnen dort in den Becherzellen
nachgewiesen werden (Glock et al., 1974, Pohlenz et al.,, 1983). Der entscheidende
Virulenzfaktor hierzu ist die positive Chemotaxis von B. hyodysenteriae zu Muzin. Die Endo-
flagellen des Erregers ermdglichen es ihm, sich besonders gut im zahflissigen Schleim des
Colons fortzubewegen (Milner und Sellwood, 1994). In vitro konnte eine Adharenz von
B. hyodysenteriae an Darmepithelzellen nachgewiesen werden (Richter, 2009), bisher

konnte aber in vivo diese Adharenz nicht sicher beobachtet werden. Daher wird das



Adharenzvermdgen des Erregers als Virulenzfaktor kontrovers diskutiert (ter Huurne und
Gaastra, 1995). Innerhalb der Becherzellen vermehren sich die Erreger und kénnen auch
innerhalb der Epithelzellen nachgewiesen werden (Glock et al., 1974; Pohlenz et al., 1983).
Es kommt dann zu einer diphteroiden bis nekrotisierenden Colitis (Pohlenz et al., 1983).
Endoskopisch konnte im Colon von experimentell infizierten Schweinen eine hyperamische,
zerstorte Mukosa und massive Schleimmengen nachgewiesen werden (Jacobson et al.,
2007). Histologisch fallen eine Hyperplasie der Krypten auf, sowie eine gesteigerte
Proliferation von Becherzellen. Ebenso kdnnen Schleimhauterosionen nachgewiesen werden
(Hughes et al., 1974; Pohlenz et al., 1983). Durch diese morphologischen Veranderungen
des Colonepithels erklaren sich die typischen Symptome der Schweinedysenterie. Diese
bestehen in einer mukohdmorrhagische Diarrhd und durch die Entleerung des Darms
bedingte, eingefallene Flanken (Olson, 1974). Weitere Anzeichen kénnen eine erhohte
Temperatur (bis 40 °C) Anorexie und ein gestortes Allgemeinbefinden sein (Alexander und
Taylor, 1969). Die klinische Auspragung variiert stark. Milde Verlaufsformen als auch klinisch

inapparente Infektionen sind beschrieben (Jacobson et al., 2007; Pluske et al., 1996).

211 Atiologie

B. hyodysenteriae gehort taxonomisch zur Familie der Brachyspiraceae, die mit den
veterinarmedizinisch bedeutsamen Leptospiraceae und Spirochaetaceae die Ordnung der
Spirochaetales bilden. Seit der Isolierung des Erregers im Jahr 1971 erfolgten verschiedene
Umbenennungen. Zunachst wurde der Erreger aufgrund struktureller und metabolischer
Charakteristika dem Genus Treponema (T.) zugeordnet (Harris et al., 1972). Die zu dieser
Zeit bekannten Spezies T. hyodysenteriae und T. innocens besalien untereinander eine
hohe DNA-Homologie, die sie jedoch nicht mit den anderen bekannten Spezies im Genus
Treponema teilten (Stanton et al., 1991). Aufgrund dessen wurde ein neues Genus Serpula
definiert (Stanton et al., 1991). Leider wurde dieser Name in der Mykologie bereits verwendet.
Dies fuhrte zur Umbenennung von Serpula in Serpulina (Stanton, 1992). Neuere, molekular-
biologische Analysen der Spirochaten offenbarten eine nahe Verwandtschaft zwischen dem
Genus Serpulina und dem Genus Brachyspira. Beide wurden daher in dem Genus

Brachyspira vereint (Ochiai et al., 1997).

B. hyodysenteriae ist zwar ein strikter Anaerobier, gilt jedoch als aerotolerant. Diese
Eigenschaft verdankt er den bei allen Brachyspiren vorkommendem Enzym NADH-Oxidase,
welches den Erreger vor der Einwirkung von Sauerstoff schitzt (Stanton und Jensen, 1993;
Stanton et al., 1999). Die Gestalt des Bakteriums ist bei einer Lange von etwa 6-9 um und
einem Durchmesser von ca. 0,3-0,4 ym schraubenférmig gewunden (Harris et al., 1972).
Brachyspiren sind beweglich. lhre Beweglichkeit wird durch Endoflagellen vermittelt, die im

periplasmatischen Raum gelegen sind. Sie sind an beiden Polen des Bakteriums in der

4



Zellwand verankert, umgeben den Zellleib in mehreren Windungen und Uberlappen in der
Mitte des Bakteriums. B. hyodysenteriae besitzt sieben bis neun dieser Endoflagellen (Harris
et al., 1972). Sie ermoglichen dem Bakterium eine aktive Fortbewegung besonders in der

zahflissigen Muzinschicht des Dickdarms (Kennedy et al., 1988).

Der Aufbau der Zellwand der Brachyspiren entspricht dem der gram-negativen Bakterien.
Entsprechend sind in die duBere Membran Lipopolysaccharide (LPS) eingelagert, die als

bedeutendes Antigen fungieren (Baum und Joens, 1979).

2.1.2 Diversitiat von B. hyodysenteriae

Wie bei zahlreichen anderen Bakterienspezies kdénnen auch innerhalb der Spezies
B. hyodysenteriae unterschiedliche Stdamme unterschieden werden. Grundlage bilden diffe-
rierende phanotypische und/oder genetische Eigenschaften. Beispielsweise sind Stamme mit
unterschiedlicher Serotypzugehdrigkeit (Serodiversitat), unterschiedlicher Virulenz (Biodiver-
sitat) und mit unterschiedlichen genetischen Eigenschaften (Genodiversitat) beschrieben.
Insgesamt fehlt jedoch eine allgemein glltige Charakteristik zur Stammdifferenzierung bei
B. hyodysenteriae, da bei der Typisierung mit zahlreichen diskriminierenden Methoden
gearbeitet wurde. Die Typisierungsmethoden kdnnen in phanotypische und genotypische
Methoden unterschieden werden. Phanotypische Unterscheidungskriterien beruhen u. a. auf
biochemischen Leistungen der Erreger, der Bildung von Toxinen, der Antibiotikaempfind-
lichkeit und dem Antigenaufbau der Erreger. Das Spektrum der Nachweismethoden ist sehr
umfangreich. Genotypische Differenzierungstechniken zielen auf den Nachweis von Unter-
schieden in der Nukleotidsequenz. Bei Brachyspiren dienten zum Nachweis die Restriktions-
endonuklease-Analyse (REA), die Multilocus Sequenz Typisierung (MLST), das Ribotyping,
die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE), die Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-
Analyse (RFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-Methode und die

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR).

21.21 Serotypisierung

Bereits 1979 wurde bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen festgestellt, dass die
Zellwand von B. hyodysenteriae der von gram-negativen Bakterien ahnelt. Daraufhin
nahmen die Autoren an, dass B. hyodysenteriae ein ,LPS-ahnliches® Material in der dul3eren
Membran enthalten muss. Im entsprechenden Fall kénnten LPS-Extrakte, die mit der
sogenannten ,heilen Phenol-Wasser-Methode nach Westphal® gewonnen wurden, ahnlich
wie z. B. von Escherichia (E.) coli, zur Serotypisierung der Bakterien dienen (Baum und
Joens, 1979). Auch andere Autoren beschreiben ein ,LPS-ahnliches* Material, das als
wichtiges Antigen zur Stimulierung der Immunabwehr angesehen wurde und der Interaktion
mit dem zelluldren und humoralen Immunsystem diente (Nuessen et al., 1982; Nuessen und

Joens, 1982). Bei weiterer Analyse von LOS-Extrakten verschiedener B. hyodysenteriae-
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Referenzstamme in der SDS-PAGE wurden jeweils zwei Serotyp-spezifische Banden im
Bereich zwischen 18 und 24 kDa nachgewiesen. Im Vergleich zu glatten Formen von LPS
wiesen diese jedoch keine leiterartige® Struktur auf (Halter und Joens, 1988).
Entsprechende Berichte liegen auch von anderen Untersuchern vor. Nach Chatfield et al.
(1988) weist das Serotyp-spezifische LPS von B. hyodysenteriae ein Molekulargewicht von
14 bis 24 kDa auf. Im Immunoblot und in silbergefarbten SDS-PAGE-Gelen stellte sich das
LOS bei weiteren Nachforschungen in einem Bereich von 14 bis 19 kDa dar (Wannemuehler
et al., 1988). Nach Hampson et al. (1989) existieren dagegen drei bis vier Hauptantigene des
LOS im Bereich von zehn bis 42 kDa. Zusatzlich wird von dieser Arbeitsgruppe vermutet,
dass Banden im Bereich von zehn bis 16 kDa das Lipid A und die Kernregion des LOS
reprasentieren. GroRRere Banden sollen den Spekulationen dieser Autoren zufolge von
zusatzlichen kurzen O-Antigen-Seitenketten herriihren. Nach Versuchen im Immunoblot mit
verschiedenen Hyperimmunseren waren diese jedoch nicht bei allen B. hyodysenteriae-
Stdmmen nachweisbar (Hampson et al., 1989; Lau und Hampson, 1992; Lee und Hampson,
1999).

Die LPS-/LOS-Praparationen von B. hyodysenteriae liegen somit nach weitgehend Uber-
einstimmenden Untersuchungen im niedrigen Molekulargewichtsbereich (ca. 14-24 kDa).
Gleichzeitig fehlt ihnen die bei LPS-Praparationen anderer Bakterien vorhandene
charakteristische Leiterstruktur. Weiterhin wird das LPS von B. hyodysenteriae zum Teil als
eine raue, zum Teil auch als semi-raue Form bezeichnet. Diesen Befunden zufolge wurde
das LPS von B. hyodysenteriae als Lipooligosaccharid (LOS) bezeichnet. In der Literatur
werden beide Begriffe jedoch synonym verwandt (Hampson et al., 1989; Lau und Hampson,
1992; Lee und Hampson, 1999; Westerman et al., 1995). Die Existenz eines LPS weit-
gehend ahnlichen Materials (LOS) bei B. hyodysenteriae erscheint somit gesichert. Im

weiteren Verlauf wird daher ausschlieRlich der Begriff ,LOS" verwendet.

Methoden

Die Serotypisierung bei B. hyodysenteriae beruht auf der Reaktion von extrahierten LOS der
zu untersuchenden Stdmme mit spezifischen Hyperimmunseren, welche gegen bekannte
Referenzstdamme hergestellt wurden. Methodisch kamen verschiedene Techniken zur
Anwendung. Erste Serotypen von B. hyodysenteriae wurden unter Auswertung von Antigen-
Antikorperreaktionen im Immundiffusionstest (IDT) nach Ouchterlony definiert (Baum und
Joens, 1979). Andere Autoren Ubernahmen diese Untersuchungstechnik und entdeckten mit
Hilfe des IDT neue Serotypen bzw. -gruppen (Hampson et al., 1989; Li et al., 1991; Mapother
und Joens, 1985). Eine weitere Methode, die in der Literatur zur Serotypisierung von
B. hyodysenteriae beschrieben wurde, ist die Objekttrager-Agglutination. Diese Technik ist

weniger zeitaufwandig, allerdings missen die verwendeten Hyperimmunseren zuvor mit den

6



heterologen Seren der anderen Serotypen adsorbiert werden, da es sonst zu
Kreuzreaktionen kommen kann (Hampson, 1991; Kim et al., 2005). Der Immunoblot, ein sehr
sensitives serologisches Verfahren, diente als Technik im Rahmen der Serotypisierung
lediglich zur Klarung der Ursachen von Kreuzreaktionen (Hampson et al., 1989, Hampson et
al., 1990; Li et al., 1992). Entgegen Empfehlungen wurde der Immunoblot zur Zuordnung von
Feldisolaten zu bekannten Serotypen dagegen leider nie genutzt (Li et al., 1992). Auch ein
Mikroagglutinationstest mit ultraschalllysierten bzw. gekochten Ganzzellsuspensionen kam,
trotz erfolgversprechender Ergebnisse, fir die Serotypisierung nicht zur Anwendung (Diarra
etal., 1994).

Einteilung nach Serotypen/-gruppen

Derzeit werden neun Serotypen, bzw. elf Serogruppen mit jeweils einer unterschiedlichen
Anzahl von Serovariateten unterschieden. Nach ersten Berichten wurden unter 13 amerikani-
schen Isolaten mit Hilfe spezifischer Antiseren gegen LOS-Praparationen dieser Stamme
vier Serotypen (Serotypen 1-4) im Immundiffusionstest differenziert (Baum und Joens, 1979).
In weiteren, methodisch vergleichbaren Studien wurden bei Untersuchung von vier bereits
serologisch zugeordneten und vier nicht zugeordneten Isolaten drei neue Serotypen (Sero-
typen 5, 6 und 7) beschrieben (Mapother und Joens, 1985). Erstmalig ging aus dieser Unter-
suchung jedoch die Existenz anscheinend kreuzreagierender LOS-Determinanten bei
B. hyodysenteriae-Stammen unterschiedlichen Serotyps hervor: Die neuen Serotypen 5, 6
und 7 besitzen demnach sowohl Serotyp-spezifisches LOS, als auch Antigene, die sie mit
einem oder mehreren der vorherigen Serotypen teilen. Eine eindeutig homologe Reaktion
war erst nach Adsorption der Antiseren mit Zellsuspensionen der jeweils kreuzreagierenden
Stdmme vorhanden (Mapother und Joens, 1985). Bei Untersuchung von 30 kanadischen
Feldisolaten reagierten jedoch lediglich 17 % der Stdmme mit Antiseren gegen die bisher
bekannten sieben Serotypen. Der verbliebene Anteil der Isolate verteilte sich dagegen auf

zwei neu definierte Serotypen, die Typen 8 und 9 (Li et al., 1991).

Die Auswertung weiterer Charakterisierungsversuche, die vor allem von australischen
Arbeitsgruppen vorangetragen wurden, war durch das Auftreten zunehmender Kreuz-
reaktionen erheblich erschwert. Mit gré3er werdender Zahl der zu differenzierenden Stamme
reagierten im Immundiffusionstest anscheinend typspezifische Antiseren auch gleichzeitig
mit anderen Serotypen. Dies wurde als Folge der Existenz einer grofleren Vielfalt an
Verwandtschaftsbeziehungen auf Basis des LOS interpretiert. So wurde die Basis zur
Etablierung von Serogruppen und Serovaren in Anlehnung an die bei Leptospiren bekannte
serologische Differenzierung gelegt (Hampson et al., 1989). Per definitionem wurden
B. hyodysenteriae-Isolate jener Serogruppe zugeordnet, die das nicht adsorbierte Hyper-

immunserum gegen einen definierten Referenzstamm erkannte. Innerhalb dieser Gruppe
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kénnen die Stdmme unter Verwendung von nun praadsorbierten Antiseren in Serovare
differenziert werden. Als Serovar ist demnach ein Stamm definiert, der serologisch aus-
schliellich mit Antikbrpern gegen diese Serovar reagiert. Ursache fiur diese komplexe
Situation koénnte nach Meinung der Untersucher die Existenz von sowohl gruppen-
spezifischen als auch Serovar-spezifischen LOS bei B. hyodysenteriae sein (Hampson et al.,
1989). Die Anzahl der nach diesen Studien postulierten Serogruppen betrug 11 (Hampson
und Stanton, 1997).

Aktuell existieren 9 Serotypen und 11 Serogruppen. Wie aus der Tabelle 1, die vor allem
Bestrebungen australischer Untersucher zur Vereinheitlichung der Serotypisierung zu-
sammenfasst, hervorgeht, lassen sich zuvor definierte Serotypen nicht unbedingt immer
auch unterschiedlichen Serogruppen zuordnen. Diese Situation ist gemessen am Bedlirfnis
nach einer eindeutigen und klaren Definition sehr unbefriedigend (Hampson und Stanton,
1997).
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Erlauterungen zur Tabelle 1:

1: B78 = ATCC 27164, 2: B204 = ATCC 31212; 3: B234 = ATCC 31287; 4: WA-1 =
ATCC 49526; 5: WA-6 = ATCC 49527; 6: FMV89-3323 = ATCC 49886; 7: FM88-90 =
ATCC 49887;

Unterstrichene Isolate wurden mehrere Serotypen zugeordnet.

ATCC = American Type Culture Collection; k.A.: keine Angabe; n.b.: nicht bestimmt.

Angaben nach: (Achacha und Mittal, 1995; Baum und Joens, 1979; Combs et al., 1992;
Diarra et al., 1994; Dugourd et al., 1996; Hampson und Stanton, 1997; Harel et al., 1994;
Lau und Hampson, 1992; Lee et al., 1993; Li et al., 1991; Mapother und Joens, 1985; Ochiai
et al., 2000; Sotiropoulos et al., 1994; ter Huurne et al., 1992a; Westerman et al., 1995).

Typisierung mittels MLEE

Der Multilocus enzyme electrophoresis (MLEE)-Test ist eine sensitive und spezifische
Methode zur Identifikation und zur Bestimmung phylogenetischer Verwandtschaftsbezieh-
ungen von taxonomisch benachbarten Bakterien als auch zur Untersuchung nah verwandter
Isolate innerhalb einer Spezies (Stanton, 2006; ter Huurne und Gaastra, 1995). Hierbei er-
folgt die gelelektrophoretische Auftrennung von Enzymen der zu untersuchenden Bakterien

und anschliel3end die Einteilung von Bakterienstammen in elektrophoretische Typen (ET).

Aufgrund von MLEE-Untersuchungen konnte die Gattung Brachyspira in acht ETs unterteilt
werden, die den damals sieben bekannten Spezies innerhalb dieser Gattung zugeordnet
werden konnten. Die achte ET gehort der damals noch nicht ndher charakterisierten Spezies
B. canis an (Stanton, 2006).

1993 haben Lee et al. Untersuchungen zur genetischen Verwandtschaft von B. hyodysente-
riae durchgefuhrt und dabei Methoden zur Differenzierung innerhalb einer Spezies mit-
einander verglichen. Dabei wurde die MLEE mit der Restriktionsendonukleaseanalyse (REA)
und der Serotypisierung verglichen. Anhand der Ergebnisse im MLEE konnten die Autoren
die 98 untersuchten Stamme in 29 ETs unterteilen, die sie wiederum zu 4 Hauptgruppen
zusammenfassten. Bericksichtigt wurden hierbei 15 Enzyme. Im Vergleich zu der REA
scheint die MLEE &ahnlich sensitiv und spezifisch zu sein. Allerdings hat die MLEE den Vorteil,
dass mit ihrer Hilfe eine quantitative Aussage Uber die Verwandtschaft der Isolate getroffen
werden kann. Nach den MLEE-Untersuchungen waren lIsolate mit sehr unterschiedlichem
REA-Muster zum Teil sehr eng verwandt, so auch australische und nicht australische Isolate.
Insgesamt sehen die Autoren aber eine Tendenz, dass genetische Unterschiede zwischen
B. hyodysenteriae-Isolaten mit entsprechenden serologischen Unterschieden einhergehen.
Dennoch existieren Stamme, die zwar in derselben Serogruppe sind, aber keine genetischen

oder biologischen Unterschiede aufweisen. Aullerdem gibt es Isolate, die zwar nach MLEE-
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Untersuchungen nah miteinander verwandt sind, aber bei der Serotypisierung nicht
derselben Serogruppe zugeordnet werden konnten (Lee et al., 1993). Bei der Untersuchung
von koreanischen Brachyspira-lsolaten wurden 24 Isolate unterschiedlicher Brachyspira-
Spezies untersucht, davon zehn koreanische Feldisolate, die alle der Spezies B. hyo-
dysenteriae angehorten, sowie 14 Referenzstdmme, und zwar zehn davon B. hyodysen-
teriae-Stamme und jeweils ein Stamm von B. intermedia, B. pilosicoli, B. murdochii und B. in-
nocens. Die zehn koreanischen Isolate konnten mittels MLEE in neun ETs eingeteilt werden,
die sich aber von den ETs der Referenzstamme unterschieden. Auch diese Untersuchung
weist nach Ansicht der Autoren auf die hohe Diversitat von B. hyodysenteriae-Stammen hin
(Kim et al., 2005). In einer grofier angelegten MLEE-Studie mit 231 Isolaten wurde bezweifelt,
dass die Diversitat der Brachyspiren klonalen Ursprungs ist, wie bisher angenommen wurde
(Trott et al., 1997).

21.2.2 Biodiversitat

Es gibt verschiedene phanotypische Eigenschaften, die in der Diagnostik genutzt werden,
um B. hyodysenteriae von den anderen Spezies des Genus Brachyspira zu unterscheiden.
B. hyodysenteriae induziert eine starke vollstandige Hamolyse bei Wachstum auf
Blutagarplatten (Kinyon et al., 1977). Bisher nahm man an, dass B. hyodysenteriae die
einzige Spezies des Genus Brachyspira ist, die eine starke Hamolyse auf Blutagar ausbildet,
im Gegensatz zu alle anderen Spezies, die lediglich eine schwache Hamolyse zeigen (Kim et
al., 2005). Kirzlich wurden jedoch zwei weitere Spezies beschrieben, die auch durch die
Ausbildung einer starken Hamolyse auf Blutagarplatten charakterisiert waren. Zum einen
B. suanatina (Phillips et al., 2010; Rasback et al., 2007), zum anderen B. hampsonii, die in
Nordamerika und Skandinavien in Schweineherden nachgewiesen werden konnten
(Chander et al., 2012). Zur Unterscheidung von Spezies innerhalb des Genus Brachyspira
wurde auch das enzymatische Profil im API-ZYM-System herangezogen (Hunter und Wood,
1979). Hierbei fallt B. hyodysenteriae durch eine positive Indolreaktion auf. B. hyodysen-
teriae ist a-Glukosidase-positiv, aber a-Galaktosidase-negativ ist (Kim et al., 2005). Was die
Fahigkeit zum Tryptophanabbau anbetrifft scheint es jedoch unter den Brachyspiren
Variationen zu geben (Kim et al., 2005). So wurden z. B. indolnegative Stamme in Deutsch-
land, Belgien und vereinzelt in Kanada beschrieben, sowie kiirzlich in Spanien (Fellstrom et
al., 1999, Hidalgo et al., 2010). Diese auffalligen Isolate wurden eindeutig dem Genus
B. hyodysenteriae zugeordnet. Mittels PFGE und auch anderer diskriminierender Techniken
waren diese Stamme nicht voneinander zu unterscheiden. Es wurde vermutet, dass sie von
einem einzelnen Klon abstammen. Genetische Untersuchungen konnten eine
Verwandtschaft dieser indolnegativen Isolate mit den indolnegativen Isolaten aus
Deutschland und Belgien nachweisen (Fellstrom et al., 1999, Hidalgo et al., 2010). Auch

hinsichtlich der Glukosidase scheinen Varianten zu existieren (Fellstrom et al., 1997).
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21.2.3 Genetische Diversitat

Untersuchungen zur vergleichenden Analyse von B. hyodysenteriae-Isolaten mit
molekularbiologischen Techniken sind umfangreich und entsprechen dem jeweiligen Stand
der methodischen Entwicklungen. Die zur Differenzierung von Brachyspiren, z. T. von
mehreren Arbeitsgruppen gleichzeitig angewandten Techniken umfassen die DNA-
Restriktionsendonukleaseanalyse (REA), die Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-
Methode, die DNA-Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)-Analyse, die Puls-
feldgelelektrophorese (PFGE) sowie die Multilocus Sequenz Typisierung (MLST), die aus der
Multilocus Enzyme electrophoresis (MLEE)-Technik abgeleitet wurde (La et al., 2009).
Insgesamt spiegeln alle Klassifikationsschemata eine hohe Diversitdt der intestinalen
Spirochaten wider (Fisher et al., 1997). Die 16S rDNA Sequenzierung flr das Genus
Brachyspira ist dagegen fiir phylogenetische Untersuchungen nur bedingt geeignet. Stamme
unterschiedlicher Spezieszugehorigkeit erwiesen sich als zu nah verwandt um mit Hilfe der
16S rDNA unterschieden werden zu koénnen. So fielen z.B. einige Isolate von
B. hyodysenteriae und von B. intermedia in das gleiche Cluster, ebenso wie B. innocens und
B. murdochii (Pettersson et al., 1996, Stanton et al., 1996).

Methoden

Restriktionsenzymanalyse

Bei der Restriktionsenzymanalyse (REA) werden bestimmte Restriktionsenzyme genutzt, um
die DNA des zu untersuchenden Bakteriums oder Organismus an bestimmten DNA-Stellen
zu spalten, so dass anschliefend anhand der spezifischen DNA-Frequenzen eine
Genotypisierung vorgenommen werden kann. Die REA wurden bei Untersuchungen von
Brachyspiren zum einem dazu genutzt, nicht-charakterisierte intestinale Spirochaten-Isolate
zu einer Brachyspira-Spezies zuzuordnen, zum anderen dazu, bereits als B. hyodysenteriae-
Isolate differenzierte Isolate zu vergleichen (Stanton, 2006). Die REA wurde bei B. hyodys-
enteriae an genomischer DNA durchgefiihrt (Combs et al., 1989; Combs et al., 1992; ter
Huurne et al.,, 1992). Bei epidemiologischen Untersuchungen von B. hyodysenteriae-
Feldisolaten wiesen diese, im Vergleich zu mitgefiihrten Referenzstdammen unterschiedliche
REA-Muster auf. So wurden in einer Studie in den Niederlanden 43 niederlandische
B. hyodysenteriae-Isolate mittels REA und DNA-Hybridisierung untersucht und diese sechs
REA-Mustern (I-VI) zugeordnet. Allein 18 bzw. 20 Isolate fielen in die REA-Muster | und II.
Die mitgefihrten Stamme der Serotypen 1 bis 7 wiesen dagegen alle voneinander
unterschiedliche REA-Muster auf, die sich auch gleichzeitig von denen der Feldisolate
unterschieden (ter Huurne et al., 1992). Mit Hilfe der REA-Analyse wurden somit bei
B. hyodysenteriae erste Grundlagen fur die genetische Charakterisierung von Stammen

erarbeitet. Die Anzahl der differenzierbaren Stamme war weitaus groRer, als dies nach den
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zu der Zeit vorliegenden Ergebnissen Uber phanotypische Unterschiede (z. B. Serotypen) bei
B. hyodysenteriae-Isolaten zu erwarten gewesen ware (Olsen et al., 2000). Nachfolgende
Untersuchungen bestétigten diese Aussage. So wurden 91 australische Isolate und sieben
Referenzstdmme der Serogruppen A bis E aus den USA, Kanada und GroRbritannien
vergleichend mittels Serotypisierung und mittels REA untersucht. Die sieben
Referenzstamme wiesen unterschiedliche REA-Muster auf, obwohl diese nur zu finf
verschiedenen Serogruppen gehoérten (REA-Muster A bis G). Die 91 australischen
Feldisolate von B. hyodysenteriae konnten insgesamt 31 REA-Mustern zugeordnet werden.
Diese wurden wiederum zu acht Hauptmustern (REA-Muster H bis O) zusammengefasst, die
aufgrund von geringen Unterschieden in den Bandenmustern in bis zu elf Muster unterteilt
wurden. Die Autoren gingen davon aus, dass die Stamme mit solchen Mustern, die aber das
gleiche Hauptmuster besitzen, aus einem gemeinsamen Klon entstanden waren. Somit
verteilten sich die 31 australischen Stamme auf insgesamt 8 Klone. Beim Vergleich der
Untersuchungsergebnisse mit jenen der serologischen Klassifizierung waren Isolate mit
gleichem oder ahnlichem REA-Muster jeweils derselben Serogruppe zuzuordnen. Dies
gelang jedoch nicht in allen Fallen. Es existierten Stdmme mit Ubereinstimmendem REA-
Muster aber unterschiedlicher Serotypzugehorigkeit. Damit waren die Hoffnungen auf die
Entwicklung einer molekularbiologisch basierten Genotypisierung nicht erfullt worden.
Andere  Arbeitsgruppen  verdauten mittels unterschiedlicher  Restriktionsenzyme
chromosomale DNA, und priften die entstandenen Banden im Southern-Blot mit Spezies-
spezifischen und  Stamm-spezifischen = DNA-Proben, die von verschiedenen
Referenzstdmmen gewonnen wurden. Dabei konnten einzelne Banden nachgewiesen
werden, die zum einen spezifisch flr B. hyodysenteriae waren, d. h. die Banden traten nicht
bei B. innocens auf, zum anderen konnten Banden nachgewiesen werden, die flr die

Referenzstamme spezifisch waren (Sotiropoulos et al., 1994).

Pulsfeldgelelektrophorese

Die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) ist eine weitere molekularbiologische Methode zur
genetischen Typisierung von Bakterien. Hierbei werden die nach enzymatischen Verdau der
gesamten genomischen DNA entstandenen Fragmente in einem Agarose-Gel aufgetrennt.
Durch Anderung der Orientierung der elektrischen Spannung, die auf ein Gel einwirkt,
kénnen auch DNA-Fragmente mit hohem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dies ist ein
entscheidender Unterschied zu der einfachen Gelelektrophorese, bei der Fragmente ab einer
bestimmten Grofle nicht mehr separiert werden kénnen. Mittels der PFGE wurden bei
Untersuchung von insgesamt 40 meist australischen Stammen 23 verschiedene PFGE-
Typen voneinander differenziert. Diese Ergebnisse bestatigen das Vorliegen einer hohen

genetischen Diversitdt bei B. hyodysenteriae (Atyeo et al., 1999). Neben der generellen
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Frage nach dem Vorliegen von Genvarianten wird die PFGE-Analyse bevorzugt fur ein sehr
gutes Instrument fur die epidemiologischen Untersuchungen (molekulare Epidemiologie) im
Zuge der Ausbreitung/Verbreitung der Schweinedysenterie angesehen (Fellstrom et al.,
1999).

Multi-Locus-Sequenztypisierung

Das Multi-Locus-Sequenztypisierung (MLST) ist eine Typisierungstechnik, die auf
Sequenzanalysen verschiedener Genfragmente des Erregers beruht. Mithilfe von Computer-
programmen kdnnen durch die Kenntnis von Mutationen in diesen Genfragmenten phylo-
genetische Entwicklungen nachvollzogen werden, bzw. Dendrogramme aufgestellt und somit
eine Einteilung der untersuchten Bakterien in Sequenztypen (ST) ermdglicht werden. In den
Dendrogrammen steht die jeweilige Aufzweigung fur eine Mutation in den untersuchten
Genfragmenten. Erste Studien mit dem MLST zielten auf einen Vergleich mit anderen
Stamme-differenzierenden Techniken ab. Unter Verwendung von 60 unterschiedlichen
Brachyspira spp.-Isolaten erfolgte ein Vergleich zu Untersuchungsergebnissen, die durch
kulturelle und biochemische Methoden, mittels 16S rRNA-Sequenzanalysen und mittels
RAPD-Analyse erzeugt wurden. Die mittels kultureller Untersuchung und anschlielRender
biochemischer Differenzierung charakterisierten Spezies bildeten jeweils ein Cluster im
MLST-Dendrogramm. Somit ist die MLST nach diesen ersten Untersuchungen zumindest flr
die Speziesdifferenzierung geeignet (Rasback et al., 2007). Darlber hinaus hat sie sich, wie
z. B. auch bei dem vergleichenden Studium von Escherichia coli-Isolaten, als ein sehr
probates Mittel zum Studium von Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Brachyspiren-
Stdmmen erwiesen. Mittels Sequenzanalyse von 7 Genen konnten 111 B. hyodysenteriae-
Isolate in 67 Sequenztypen und 46 Aminosauretypen unterteilt werden. Nach Bearbeitung
der 67 Sequenztypen mit einem Programm, das anhand der aus den Sequenzen abge-
leiteten Schllssel in der Lage ist, nah verwandte Isolate in Gruppen einzuteilen, konnten elf
.Klonale Komplexe“ identifiziert werden, die zwischen zwei und zehn Sequenztypen
enthielten und sich auf 2 bis 26 Stamme verteilten. Bei Sequenzierung und vergleichender
Analyse von 7 verschiedenen Genfragmenten wird die MLST fur B. hyodysenteriae als
hochdiskriminierend eingestuft. So konnte in einer aktuellen Studie an spanischen und
anderen europaischen Feldisolaten gezeigt werden, dass sich bestimmte Genlinien in
verschiedenen Schweineherden in Europa nachweisen lassen, was flr die Erforschung der
Ausbreitung von B. hyodysenteriae von Bedeutung ist (Osorio et al., 2012). Hinweise auf den
vorliegenden Serotyp lassen sich durch diese Technik jedoch ebenso wenig ableiten wie aus
den zuvor beschriebenen molekularbiologischen Methoden. Ein klarer Vorteil der MLST liegt
in der Standardisierbarkeit. Fur die vergleichende Einordnung von Isolaten ist diese Methode

hervorragend geeignet (La et al., 2009).
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Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse

Die Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse (RFLP) ist eine Technik zum
vergleichenden Nachweis unterschiedlich langer DNA-Bruchstlicke nach Verdau von
Genfragmenten verschiedener Bakterien mit Restriktionsenzymen. Voraussetzung hierfur ist
die Kenntnis der DNA-Sequenzen, um geeignete Restriktionsenzyme auswahlen zu kénnen.
Dadurch ist es mdglich, bestimmte DNA-Abschnitte gezielt zu duplizieren und damit zu
vergleichen. Die Analyse verschiedener Gene von Brachyspiren unter Verwendung der
RFLP-Analyse erfolgte zu Zwecken der Gattungs- bzw. Speziescharakterisierung, als auch
zur Beschreibung von Stammen (Fisher et al., 1997; Li et al., 1992; Rohde et al., 2002). So
wurden, z. B. anhand des periplasmatischen Flagellen-Gens flaA1, sechs RFLP-Fingerprint-
Muster voneinander differenziert (Fisher et al., 1997). In einer weiteren Studie wurde das
nox-Gen fir eine RFLP-Analyse herangezogen und als einfache Methode zur Spezies-
Charakterisierung beschrieben (Rohde et al., 2002).

Random Amplified Polymorphic DNA-Methode

Die Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-Methode wird ebenfalls zur Untersuchung
der phylogenetischen Verwandtschaft von Bakterien und anderen Organismen eingesetzt.
Durch Auswahl von geeigneten Primern werden nur bestimmte DNA-Abschnitte vervielfaltigt.
Durch Auftrennung mittels Elektrophorese und Vergleich der entstehenden Bandenmuster
kann auf die Verwandtschaft der untersuchten Spezies geschlossen werden. Im
Zusammenhang mit der Schweinedysenterie wurde die RAPD-Methode dazu genutzt DNA-
Sequenz-Unterschiede von Feld- und Referenzstammen von B. hyodysenteriae und
B. innocens zu untersuchen. Durch Einsatz verschiedener Primer kann die RAPD-Methode
dazu genutzt werden, zum einen lIsolate den verschiedenen Brachyspira spp.-Spezies
zuzuordnen, zum anderen dazu, die phylogenetische Verwandtschaft innerhalb der Spezies
B. hyodysenteriae zu untersuchen. Dabei konnte innerhalb der Referenzstimme von
B. hyodysenteriae mittels RAPD nur eine geringe genotypische Diversitat festgestellt werden.
Isolate von B. hyodysenteriae konnten dagegen deutlich gegeniiber den Stdmmen von
B. innocens und anderen schwach hamolysierenden Stdmmen abgegrenzt werden (Dugourd
et al., 1996).

213 Immunantwort nach natiirlicher und experimenteller Infektion

Erste gesicherte Hinweise fir die Schutzwirkung einer natirlichen B. hyodysenteriae-
Infektion vor einem erneutem Auftreten der Dysenterie lielken sich aus Belastungsversuchen
an Schweinen, die von der Dysenterie genesen waren, herleiten (Joens et al., 1979; Olson,
1974). Eine Uberstandene Erstinfektion schitz vor den klinischen Folgen einer Belastungs-
infektion mit B. hyodysenteriae (Joens et al., 1979; La et al., 2004; Olson, 1974). Allerdings

wurde bereits 1982 eine direkte Beziehung zwischen der Schwere der klinischen Symptome
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und der Ausbildung einer Immunitat hergestellt. Bildeten Schweine nur milde Symptome aus,
kam es zu keiner belastbaren Immunitatsreaktion (Schlink und Olson, 1983). Feldinfektionen
oder experimentelle Infektionen gingen mit der Bildung hoher humoraler Antikdrpertiter
gegen B. hyodysenteriae einher (Glock et al., 1978; La et al., 2004). Gleichzeitig kommt es in
infizierten Tieren zu einer Reaktion des mukosalen Immunsystems (Chatfield et al., 1988;
Joens und Marquez, 1986). Sehr wahrscheinlich korreliert die Entstehung humoraler Anti-
korper mit der Ausbildung einer protektiven Immunitat (Diego et al., 1995; Glock et al., 1978).
Die Schutzwirkung richtete sich jedoch vornehmlich gegen den homologen Erreger. Hetero-
loge Stamme I6sten nach Belastungsinfektion nach wie vor eine Dysenterie aus (Joens et al.,
1983). Die Genesung nach einer Schweinedysenterie scheint nicht im Zusammenhang mit
der Bildung der Antikérper zu stehen, vielmehr kénnen die Antikérper als Anzeichen fir eine
langere, bzw. andauernde Auseinandersetzung mit dem Erreger dienen, da es in einigen
Fallen, nach einer Genesung, nicht zu einer belastbaren Immunitat gekommen war
(Jonasson et al., 2006).

21.31 Humorale Immunantwort

Schweine bilden die funf Immunglobulinklassen IgG, IgA, IgM, IgE und IgD (Butler et al.,
2009; Zhao et al., 2002). Das IgG beim Schwein kommt in sechs verschiedenen Subklassen
vor (IgG1-lgG6), die durch insgesamt elf Subklassen-Gene codiert werden (Butler et al.,
2009). Wie bei anderen Tieren und beim Menschen ist IgA auch das vorherrschende
Immunglobulin, das auf Schleimhauten sezerniert wird und zwar beim Schwein sowohl als
Monomer als auch als Polymer, bestehend aus zwei oder mehr Monomeren (Butler et al.,
2009; Marcotte und Lavoie, 1998; Vaerman et al., 1997).

Beim Studium der humoralen Immunantwort wurde nicht in allen Untersuchungen eine
spezifische Differenzierung in Immunglobulin-Klassen oder Subklassen vorgenommen.
Deshalb ist in dem nachfolgenden Text der Begriff ,Antikdrper‘ gewahlt worden. In allen

anderen Fallen werden die Immunglobuline exakt bezeichnet.

Eine Serokonversion bei den an Dysenterie erkrankten Schweinen kann, je nach
Testmethode, innerhalb von zwei bis vier Wochen nach einer Infektion mit B. hyodysenteriae
nachgewiesen werden (Joens et al., 1978; Joens et al., 1982). Der Antikorpertiter gegen
B. hyodysenteriae persistiert bis zu 19 Wochen post infectionem (p. i.). Allerdings wird auch
Uber einen Rickgang der Antikorpertiter bereits ca. vier Wochen p. i. berichtet, sofern es zu
keiner erneuten Auseinandersetzung des Immunsystems der Schweine mit dem Erreger
kommt (Joens et al., 1978; La et al., 2009).

Bei den im Serum enthalten Antikbrpern gegen B. hyodysenteriae handelt es sich v. a. um
spezifische IgG-, IgA- und IgM-Antikorper. Die Anwesenheit von Antikorpern scheint nicht
ausreichend fir einen Schutz gegen die Schweinedysenterie. Allerdings kann durch deren
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Vorhandensein Ruickschlisse auf den Infektionsstatus gezogen werden. So weisen IgG-
Antikérper im Serum auf eine anhaltende Auseinandersetzung der Schweine mit einem
Antigen hin, IgA dagegen auf eine kirzlich stattgefundene Infektion mit dem Erreger (Rees et
al., 1989). In der Darmmukosa werden hauptsachlich IgA-Antikdrper gefunden. Sekret-
orisches IgA, das bei Darmerkrankungen vorherrscht, wird durch Plasmazellen der Lamina
propria produziert und durch Epithelzellen ins Lumen des Darms abgegeben. Dort wird die

Anheftung der Erreger an die mukosale Oberflache verhindert (Rees et al., 1989).

Die nach einer Infektion mit B. hyodysenteriae gebildete Antikbrpermenge ist abhangig von
verschiedenen Faktoren. So ist der Antikorpertiter umso héher, je langer die klinischen
Symptome andauerten und je schwerer sie waren. Ebenso steigt der Antikorpertiter nach
mehrmaliger Infektion mit dem Erreger. Dagegen flihrt eine erfolgreiche Behandlung der
Schweine mit Antibiotika zu einem weniger ausgepragten Titer. Hierbei kommt es aber auf
die Wirksamkeit der Antibiotika an. Wurden Schweine mit wenig effektiven Medikamenten,
wie z. B. Tiamulin behandelt, entwickelten sie in den meisten Fallen Durchfalle und bildeten
hdéhere Antikorpertiter aus. Eine erfolgreichere Behandlung mit z. B. Lincomycin, die eine
Entstehung der Diarrhd verhinderte, induzierte dagegen einen niedrigeren Antikorpertiter
(Lee et al., 1976; Schlink und Olson, 1983; Songer und Harris, 1978).

Bei unterschiedlichen Belastungsversuchen kam es immer wieder zu einem Anstieg von
agglutinierenden Serum-Antikérpern auch bei Kontrolltieren, die darauf zurlickgefihrt wurden,
dass es im Darm gesunder Tiere zu einer Auseinandersetzung mit anderen Spirochaten
kommen kann (Fisher und Olander, 1981; Hudson et al., 1976).

21.3.2 Zellulare Immunantwort

Uber die =zellularen Immunmechanismen nach einer Infektion von Schweinen mit
B. hyodysenteriae liegt nur eine sehr Uberschaubare Anzahl von Publikationen vor. Sicher
belegt ist, dass im akuten Stadium der Dysenterie, die durch eine ausgepragte klinische
Symptomatik definiert wurde, CD8a’-Lymphozyten, IL-1B und das Serum-Amyloid-A (Akute-
Phase-Protein) signifikant ansteigen (Jacobson et al., 2004; Jonasson et al., 2006; Kruse et
al., 2008). IL-1B ist ein Zytokin, das durch die Anwesenheit von LPS gramnegativer Bakterien
induziert wird. Es wird u. a. von Makrophagen und Darmepithelzellen gebildet und spielt eine
wichtige Rolle bei der Synthese von Akute Phase Proteinen (Kruse et al., 2008; Sacco et al.,
1996). Weitere Kennzeichen einer zellularen Immunreaktion sind neutrophile Granulozyten
und Makrophagen, die wahrend der Phase der klinisch Symptome und auch noch wahrend
des Beginns der Genesungsphase der Schweinedysenterie in den flir diese Erkrankung
typischen Lasionen im Darm gefunden werden kénnen (Jonasson et al., 2006; Kruse et al.,

2008). Ein weiteres bei Dysenterie moglicherweise bedeutsames Zytokin ist das IL-10. IL-10
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wirkt anti-inflammatorisch und wurde mit Beginn der Genesung im Blut von Schweinen, die

an einer Dysenterie erkrankt waren, nachgewiesen (Kruse et al., 2008).

21.3.3 Antigene

Bei den Studien Uber die Immunantwort von Schweinen gegen B. hyodysenteriae war eine
wichtige Fragestellung, welche Bestandteile des Erregers bevorzugt eine Antikdrperbildung
im Wirt induzieren. Durch die Erforschung anderer Bakterien wusste man, dass bei gram-
negativen Bakterien die Virulenzfaktoren und die protektive Immunantwort oftmals mit der
aulReren Membran der Bakterien assoziiert sind (Wannemuehler et al., 1988). Verschiedene
Autoren gingen davon aus, dass bei B. hyodysenteriae ebenfalls die Antikbrper gegen Be-
standteile der auReren Membran einen Schutz vermitteln kdnnten. Erschwert wurden die
Untersuchungen zur Antikdrperbildung im Schwein durch zahlreiche Kreuzreaktionen mit
Antigenen anderer Brachyspira-Spezies (Chatfield et al., 1988). So wurden bereits in den
1970er und 1980er Jahren verschiedene Antigene prapariert und auf ihre Speziesspezifitat

hin untersucht (Baum und Joens, 1979).

Als ein bedeutendes Spezies-spezifisches Antigen wurde das LOS identifiziert (Chatfield et
al., 1988). LOS qilt als Virulenzfaktor von B. hyodysenteriae (Nuessen et al., 1983). Die
Variabilitat von LOS erklart auch, warum die Immunantwort gegen die Schweinedysenterie
zumindest zum Teil Serotyp-spezifisch ist (Hampson et al., 2000). So wurden in einer Studie
Versuche durchgeflihrt, bei denen im Immunoblot Seren von rekonvaleszenten Schweinen
getestet wurden. Zuvor wurden diese Seren mit homologem und heterologem LOS
adsorbiert. Bei mit heterologem LOS adsorbierten Seren kam es zu einer Reaktion im
Bereich des LOS (14-19 kDa), bei mit homologem LOS adsorbierten Seren kam es aber zu
keiner Reaktion im Immunoblot (Wannemuehler et al., 1988). Dieses Ergebnis erklart auch
die wenig Erfolg versprechenden Ergebnisse vieler Vakzinationsversuche mit Ganz-Zell-
Vakzinen oder attenuierten B. hyodysenteriae-Stammen, bei denen das dominierende
Antigen LOS war. Diese Vakzinen konnten zwar einen zumindest teilweisen Schutz bei
Reinfektion mit homologen Stdmmen induzieren, bei Infektionen mit heterologen Stdmmen

war aber kein Schutz vorhanden (Fernie et al., 1983; Hudson et al., 1974).

Im Verlauf natirlicher und experimenteller Infektionen wurden mittels SDS-PAGE und
Immunoblot-Techniken zahlreiche Proteine entdeckt, die von Seren rekonvaleszenter
Schweine erkannt wurden. Nicht alle Proteine wurden naher untersucht, da ein grofder Teil
auch bei anderen Brachyspira-spp. nachweisbar war (Chatfield et al., 1988; Smith et al.,
1990). Besonderes wissenschaftliches Interesse erweckten Proteine der dufleren Membran
der Bakterien, von denen wiederum bisher nur einige ausgewahlte im Rahmen von
serologischen Untersuchungen als Antigen Beachtung fanden. Einen Uberblick (iber

entsprechend untersuchte Proteine gibt Tabelle 2. Nach einer Studie ist davon auszugehen,
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dass diese aufReren Membranproteine (Outer Membrane Proteins, OMP) an der Adhasion

der Bakterien an die Darmschleimhaut beteiligt sind (Richter, 2009).

Besonders hervorzuheben ist ein Lipoprotein mit einem Molekulargewicht von 16 kDa bis
17 kDa (Ochiai et al., 2000; Thomas et al., 1992). Seren von rekonvaleszenten Schweinen
enthalten Antikérper gegen dieses Protein. Diese Seren konnten in in vitro-Tests das
homologe B. hyodysenteriae-Isolat im Wachstum hemmen (Sellwood et al., 1989). Das
16 kDa-Protein wurde zunachst als SmpA (Serpulina membrane protein A) bezeichnet,
spater als BmpA (Brachyspira membrane protein A) und schlielich als Bhlp16 (Brachyspira
hyodysenteriae lipoprotein mit 16 kDa) (Hampson et al., 2006; Lee et al., 2000; Thomas und
Sellwood, 1993). Wie spater nachgewiesen wurde, besitzen nicht alle B. hyodysenteriae-
Stdmme das Gen fiir dieses Protein (Holden et al., 2006). Des Weiteren scheint es
umweltabhangig exprimiert zu werden, da es wahrend der Phase der klinischen Symptome
der Schweinedysenterie nicht im Serum der infizierten Schweine nachgewiesen werden
konnte (Sellwood et al., 1995). Nach Entdeckung des Bhlp16 wurde ein vergleichbar groRes
Protein nachgewiesen, das als SmpB (Bhlp17.6) bezeichnet wurde (Holden et al., 2006).
Nach molekularbiologischen Analysen wurde anschlieRBend postuliert, dass alle
B. hyodysenteriae-Stamme entweder Uber das Gen fur Bhlp16 oder aber Bhlp17.6 verfugen
aber niemals Uber beide Gene (Holden et al., 2008). Nach neueren Untersuchungen scheint
diese Hypothese jedoch keine Allgemeingliltigkeit zu besitzen (Barth et al., 2012) Die
Funktion dieser beiden Lipoproteine ist ungeklart. Die Anwesenheit von Antikdrpern gegen
SmpA in Seren rekonvaleszenter Schweine weist jedoch darauf hin, dass das Protein von
den Spirochaten in vivo exprimiert werden muss. Eine Expression in vivo wurde aber bisher

nicht nachgewiesen (Holden et al., 2008).

Ein weiteres gut untersuchtes Lipoprotein der aufseren Membran von B. hyodysenteriae ist
das BmpB, spater als BIpA und dann als Bhip29.7 bezeichnet (Cullen et al., 2003; Hampson
et al., 2006; Lee et al., 2000). Es besitzt ein Molekulargewicht von etwa 30 kDa (Lee und
Hampson, 1996; Lee et al., 2000). Gegen rekombinant hergestelltes Bhlp29.7 mit exakt
einem Molekulargewicht von 29,7 kDa (La et al., 2004) konnten in Seren von rekonvaleszen-
ten Schweinen Antikérper nachgewiesen werden (Lee et al., 2000). Dieses Protein und das
zugehdrige Gen wurden zunachst in zwei voneinander unabhangigen Studien entdeckt und
untersucht (Cullen et al., 2003; Lee und Hampson, 1996). Erst spater wurde erkannt, dass es
sich um dasselbe Protein handelte (La et al., 2004). Das Gen bhip29.7 kommt anscheinend
bei allen B. hyodysenteriae-Stammen vor und lediglich noch bei dem B. innocens-Stamm
B256" (La et al., 2005; Lee und Hampson, 1996). Im Rahmen der Analyse des kodierenden
Gens wurden 4 paraloge Gene entdeckt und als bIpGFEA, bzw. als bhip29.7a, bhip29.7b,
bhip29.7¢ und bhip29.7d bezeichnet. Allerdings wird in vivo nur ein Protein exprimiert,
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namlich Bhlp29,7a, das dem bereits vorher beschriebenen BmpB, bzw. BlpA entspricht
(Cullen et al., 2003; La et al., 2005).

Neben den genannten Proteinen wurden noch so genannte ,variable surface proteins® (vsp)
beschrieben, welche die Hauptproteine der dufleren Membran von B. hyodysenteriae bilden
(Witchell et al., 2011). Diese Proteine besitzen nach Untersuchungen in der SDS-PAG-
Elekrophorese eine Masse von ca. 39 kDa (Gabe et al., 1995). Bei der Suche nach dem flr
dieses Protein codierende Gen wurden mehrere Gene entdeckt, die jeweils fir ein 39 kDa-
Protein kodieren (Gabe et al., 1998). Derzeit werden zehn vsp-Gene unterschieden, die auf
zwei Genorte verteilt sind, namlich vspABCD und vspEFGH (McCaman et al., 2003). Die erst
kiirzlich entdeckten Gene vsp/ und vspJ scheinen auf eigenen Genorten zu liegen (Witchell
et al., 2011). Die Stamme von B. hyodysenteriae unterscheiden sich in der Anzahl der vsp-
Gene. lhre Lokalisation auf dem Chromosom ist aber identisch. Einige Autoren vermuten,
dass die Bereitstellung mehrerer, geringfligig unterschiedlicher Gene eine Strategie zur
Umgehung der Immunantwort des Wirtes darstellt. Etwas ahnliches, einen von dem Milieu
induzierten ,switch“ zwischen OspA und OspB, ist bei Borrelia burgdorferi beschrieben
(Cullen et al., 2003). Gleichfalls kénnte dieser Set von Genen aber auch zur Adaptation an
geanderte Umweltbedingungen dienen (McCaman et al., 2003). Bei Untersuchungen zur
Antigenitat dieser Proteine reagierten Seren von Schweinen, die an Schweinedysenterie
erkrankt und wieder genesen waren, nicht mit den denaturierten vsp-Proteinen im
Westernblot. Dagegen wurde nachgewiesen, dass diese Proteine Komplexe mit
unterschiedlicher Zusammensetzung in der du3eren Membran von B. hyodysenteriae bilden
und diese Komplexe von den Seren der rekonvaleszenten Schweine im Westernblot erkannt
werden (Witchell et al., 2011). Gleichzeitig widersprechen die Autoren um Witchell der
Vermutung, dass diese Proteine dem Bakterium dazu dienen, der Wirtsabwehr zu entgehen.

Die eigentliche Funktion dieser Proteinkomplexe bleibt somit unklar (Witchell et al., 2011).

Tabelle 2 Uberblick iiber die bekannten Antigene von B. hyodysenteriae
Lokalisation Bezeichnungen Molekular-
gewicht (kDa)
Lipopolysaccharid Lipooligosaccharid (LOS) 10-24
Membranproteine  VspA-J (variable surface proteins) oder Bhmp39a- 39
Lipoproteine SmpA, BmpA oder Bhip16 16
SmpB oder Bhlp17.6 17,6
BmpB, BIpA, Bhlp29.7a-d oder BIpGFEA 297
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

311 Referenzstamme

Die im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen verwendeten Referenzstdmme von
B. hyodysenteriae und deren Serotyp- und Serogruppenzugehdrigkeit sind der Tabelle 3 zu
entnehmen. Als weiterer Referenzstamm diente B. innocens (im hiesigen Institut unter der
Tagebuchnummer P7949 archiviert), der freundlicherweise von Dr. J. Rohde, Institut fir
Mikrobiologie und Tierseuchen der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover, zur Verfi-

gung gestellt wurde. Die Referenzstdmme wurden in der Stammsammlung verwahrt.

Tabelle 3 Brachyspira spp.-Referenzstamme

Spezies Stamm Serotyp Serogruppe  Herkunft
B. hyodysenteriae B78 1 A ISU

B. hyodysenteriae B204 2 B IM

B. hyodysenteriae B169 3 C ISU

B. hyodysenteriae A1 4 D ISU

B. hyodysenteriae B8044 5/2 B ISU

B. hyodysenteriae B6933 6/1 A ISU

B. hyodysenteriae ACK300/8 7/2 B ISU

B. hyodysenteriae Vic2 k. A. H MU

B. hyodysenteriae NSW1 k. A. I MU

B. innocens P7949 - — TiHo
Erlauterungen: k. A. = keine Angaben in der Literatur; ISU = Prof. M.J. Wannemuehler,

Veterinary Medical Research Institute lowa State University, Ames, USA,
MU = Prof. D.J. Hampson, School of Veterinary Studies, Murdoch Uni-
versity, Perth, Western Australien, IM = urspriinglich Dr. Harris, Veteri-
nary Medical Research Institute lowa State University, Ames, USA
freundlicherweise Uberlassen von Prof. G. Amtsberg, Institut fir Mikro-
biologie, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover; TiHo = Dr. J.
Rohde, Institut flir Mikrobiologie, Stiftung Tierarztliche Hochschule
Hannover.

3.1.2 Feldisolate

Fur die vorliegende Arbeit standen im Institut 75 B. hyodysenteriae-Feldisolate aus Deutsch-
land zur Verfigung. Diese Isolate waren seit 2003 aus Kotproben durchfallkranker und
gesunder Schweine (diagnostische Einsendungen an das Institut) isoliert, in Reinkultur

vermehrt und archiviert worden. Die Zuordnung zur Spezies B. hyodysenteriae erfolgte
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anhand des Phanotyps der Stdmme (starke Hamolyse auf TSA®YSSR.Agar unter flachig aus-
gebreiteten, an den Randbereichen unregelmaRigen ,Kolonien“) und molekularbiologischer
Analysen (PCR-RFLP-Analyse des nox-Gens und/oder B. hyodysenteriae-spezifische PCR)
(Herbst et al., 2004; Schlez, 2011). Hinsichtlich der Kultivierung der Brachyspiren aus Unter-
suchungsmaterialien und der Charakterisierung der Isolate bis zur Speziesebene wird auf die
Dissertationsschrift von Schlez (2011) verwiesen. Neben den deutschen Feldisolaten wurden
42 auslandische Feldisolate in die Stammsammlung aufgenommen. Insgesamt 17 spanische
Feldisolate wurden freundlicherweise von Prof. Dr. P. Rubio (Universidad de Ledn, Ledn,
Spanien), 12 danische Isolate von Ph. D. B. Kokotovic (National Veterinary Institute, Frede-
riksberg, Danemark), flnf japanische Isolate von Prof. Y. Adachi (National Ibaraki University,
Ibaraki, Japan), sowie acht nordamerikanische Isolate von Dianna Jordan, (Boehringer
Ingelheim vetmedica, Ames, lowa, USA) zur Verfigung gestellt. Alle Isolate erhielten eine
Stammnummer unter der in einer Microsoft Excel-Datenbank alle Informationen zur den
Isolaten (z.B. Herkunft der Stdmme, Passagezahl) eingetragen wurden.

313 Lagerung der Brachyspiren

Fir die dauerhafte Lagerung wurden die Referenzstdmme und die Feldisolate auf TSA®VSSR-
Agar angeziichtet, in fetalem bovinen Serum (FBS) (Fa. Sigma, Australien) suspendiert und
in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Zur voribergehenden Aufbewahrung wurden die
Referenzstdmme und auch alle Feldisolate in BHIFCV*SR-Medium suspendiert, in Cryotubes

(Cyro’s, Greiner bio-one, Frickenhausen) abgeflllt und bei -70 °C eingefroren.

3.2 Bakteriologische Methoden

3.21 Anzucht

Anzucht auf TSA®VSSR.Agar. Zur Anzucht von Isolaten aus fliissigem Stickstoff und aus Kot-
proben wurden die Brachyspiren auf TSA®YSSR-Agar ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte in
einer Anaerobiertopf (Anaerocult, Fa. Merck, Darmstadt) unter anaeroben Bedingungen, die
mittels eines AnaeroGen®-Beutels (Fa. Oxoid, Hampshire, England) hergestellt und mit

einem Mikrobiologie Anaerotest® (Fa. Merck, Darmstadt) iberpriift wurden (37 °C, 5-10 d).

Anzucht von Brachyspiren in BHIF®V®SR-Medium. Fiir die Anzucht der bei -70 °C eingefro-
renen Brachyspiren wurde das entsprechende Cryotube mittels Handwarme aufgetaut und
der Inhalt anschlieRend im Verhaltnis 1:49 (v/v) in das Anzuchtmedium Uberflhrt. Alternativ
dienten auch frisch auf TSA®VSSR-Agar-Platten vermehrte Brachyspiren. Hierzu wurden die
Brachyspiren mit BHIF®YSSR-Medium abgeschwemmt und ca. 1 ml dieser Suspension in
49 ml BHIFYSSR-Medium Uberfiihrt.

Die Inkubation fand unter anaeroben Bedingungen (37 °C, 3-7 d) in einer Anaerobierbox

(AnaeroPack, Rectangular Jar, Fa. Mitsubishi Gas Chemical Company, INC, Japan) unter
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standiger Bewegung auf dem Kreisschuttler (96 U/min) statt. Zur Kontrolle der anaeroben

Bedingungen wurde stets ein Sauerstoffindikator mitgefuhrt.

3.2.2 Keimzahlbestimmung

WbEso-Bestimmung. Zur Bestimmung der Lebendkeimzahl wurde nach jeder Anzucht eine
logio-Verdiinnungsreihe lber sechs Stufen in BHIF®®.Medium hergestellt. Je
Verdiinnungsstufe wurden vier 10 ul-Tropfen auf eine TSA®YSSR.Agar aufgebracht. Nach
Inkubation (anaerob, 37 °C, 5 — 7 d) erfolgte die Auswertung makroskopisch anhand der Ha-
molyseplaques. Die je Verdinnungsstufe entstandenen Hamolyseplaques wurden proto-
kolliert und hieraus der Titer der Wachstum-bildenden Einheiten 50 je ml (WbEso/ml)
geschatzt (Karber, 1931; Spearman, 1908).

Optische Dichte. Die Bestimmung der optischen Dichte von Bakteriensuspensionen erfolgte
in einem Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 550 nm bzw. 600 nm
(Spektralphotometer DU640, Fa. Beckman, Fullerton).

3.23 Reinheitskontrolle

Brachyspirensuspensionen. Die Suspensionen der Referenzstdmme, die bei -70 °C gela-
gert wurden, sowie jede von den Feldstdmmen hergestellten Suspensionen wurden vor der
weiteren Verwendung auf Kontaminationsfreiheit gepruft. Hierzu wurden jeweils 100 ul der
Suspensionen auf einen Schadler-ohne-Agar (ohne Antibiotika), einen Blut-Agar, einen
Gassner-Agar und einen Zeissler-Agar pipettiert und ausgestrichen, sowie eine
Serumbouillon beimpft. Nach aerober und anaerober Bebritung Uber drei Tage und dem
Ausbleiben von makroskopisch erkennbarem Bakterienwachstum wurden die Suspensionen

fur kontaminationsfrei erklart und zur weiteren Verwendung freigegeben.

Impfantigen. Zur Prifung der Impfantigene auf Freisein von aerob und anaerob
vermehrbaren Bakterien dienten verschiedene Nahrmedien wie Schadler-Agar, Blut-Agar,
Gassner-Agar, Zeissler-Agar und Serumbouillon. Nach Beimpfung und dreitdgiger anaerober
und aerober Bebriitung wurden die Kulturen makroskopisch auf Bakterienwachstum gepruft.
Zum Ausschluss vermehrungsfahiger Brachyspiren wurden zusatzlich 100 pyl des
Impfantigens auf TSA®VSSR-Agar verimpft und fiir 5 Tage anaerob kultiviert. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Antigene bei —70 °C gelagert.

3.3 Praparation von LOS-Fraktionen

Extraktion der LOS-Fraktion mittels modifizierter Phenol-Wasser-Methode (Baum und
Joens, 1979; Westphal et al., 1952). Nach Vermehrung der zu praparierenden Stamme in
50 ml BHIF®Y**R-Medium, wurden diese in ein Cellstar®Tube (Fa. Greiner bio-one,
Frickenhausen) uberflhrt und die Bakterien nach Zentrifugation (2700 x g, RT, 20 min) zwei
Mal mit 0,15 M NaCl gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml A. deionisata resuspendiert, in ein
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1,5 ml-Reaktionsgefa (Fa. Eppendorf) Uberfihrt und nach erneutem Zentrifugieren
(2900 x g, RT, 8 min) in 0,5 ml heillem A. deionisata (68 °C)resuspendiert und in ein 50 ml-
Reaktionsgefal® Uberfihrt. Dort wurden weitere 9,5 ml A. deionisata (68 °C) zugegeben und
die Suspension anschlieRend sorgfaltig gemischt. Nach Zugabe von 10 ml heiRem Phenol
(88 % (v/v), 68 °C) wurde die Suspension erneut gemischt, inkubiert (12 min), in einem
Eisbad auf 10 °C abgekihlt und zentrifugiert (2200 x g, 4 °C, 20 min). AnschlieRend wurde
die wassrige Phase abgenommen und in ein neues Gefalt tberfihrt. Das Pellet wurde einem
zweiten Phenolextraktionsschritt unterzogen und beide gewonnenen wassrigen Phasen
gepoolt, in einen Dialyseschlauch (Visking®, Dialysis tubing, Fa. Serva, Heidelberg)
Uberfiihrt und gegen 51 A. deionisata dialysiert (4 °C, 24 h). Nach der Reduktion des
Volumens durch Einlegen des Dialyseschlauches in PEG 6000 (Fa. Merck, Darmstadt) auf
ca. ein Funftel des Ausgangsvolumens wurden das 6-fache Volumen einer Ethanol-Na-
Acetat-Lésung (90 % [v/v]) zugegeben und die LOS-Fraktion gefallt (-20 °C, 14-16 h). Nach
Zentrifugation (16000 xg, 4 °C, 20 min) wurde das Prazipitat in 1 ml A. deionisata
aufgenommen und mit 5 ml eiskalten Aceton versetzt. Nach Zentrifugation (16000 x g, RT,
20 min) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit Aceton gewaschen.
AbschlieBend wurde das Pellet in 1 ml A. deionisata aufgenommen und bis zur weiteren

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Extraktion der LOS-Fraktion unter Verwendung des iNtRON-LPS-Kits. Fir die Prapara-
tion des LOS aus den Feldisolaten wurde der kommerziell erhaltliche LPS Extraction Kit
(iNtRON, Sudkorea, bezogen Uber HISS Diagnostics GmbH, Freiburg) genutzt. Nach
Anzucht der Brachyspiren-Stamme in BHIF€VS*R-Medium wurde die optische Dichte ODgoonm
der Suspension gemessen (Spektralphotometer DU640, Fa. Beckman, Fullerton) und
entsprechend dem Ergebnis nur ein Anteil dieser Suspension zentrifugiert (4500 x g, 10 °C,
10 min), der nach seinem Bakteriengehalt einer 10 ml Kultur von E. coli mit einer ODgoonm
von 1 entsprach. Nach Zugabe von 1 ml Lysispuffer des iNtRON-LPS-Kits und 200 pl
Chloroform wurde die Suspension gut geschittelt, inkubiert (RT, 10 min) und zentrifugiert
(13000 x g, RT, 10 min). AnschlieRend wurde der Uberstand mit dem zweifachen Volumen
Purificationpuffer des iNtRON-LPS-Kits versetzt. Nach Inkubation (-20 °C, 10 min) und
Zentrifugation (13000 x g, RT, 15 min) wurde das Pellet gewonnen und mit 800 ul 70 %igem
Ethanol (v/v) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (13000 x g, RT, 15 min) wurde das
Pellet bei RT fur mindestens 1 h getrocknet, in 70 ul Tris-HCI Puffer aufgenommen, 1 min im

Wasserbad erhitzt (100 °C) und dann bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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3.4 Analyse der LOS-Fraktionen

3.41 Proteinase K-Verdau der LOS-Fraktion

Die mittels des iINtRON-LPS-Kits gewonnenen LOS-Fraktionen wurden vor Auftrennung in
der SDS-PAGE mit Proteinase K (Fa. Sigma-Aldrich Chemical GmbH) verdaut. Hierflr
wurden die LOS-Praparationen mit der gleichen Menge Lammli-Puffer und der 1,7fachen
Menge Proteinase K-Lésung (10 mg/ml [w/v]) versetzt und Uber Nacht im Wasserbad
inkubiert (37 °C, 16-18 h). Die Auftrennung in der SDS-PAGE erfolgte unmittelbar im

Anschluss an den Verdau.

3.4.2 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Die analytische Auftrennung von Proteinase K-verdauten LOS-Praparationen erfolgte mittels
vertikaler SDS-PAGE nach Lammli (Lammli, 1970). Vor dem Auftragen auf das SDS-PA-Gel
wurden die Proben gekocht (100 °C, 10 min) und anschlie®end zentrifugiert (13000 x g, RT,
1 min). Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem 1 mm dicken, 4,5 %-igen Polyacryl-
amidsammelgel und einem 16 %igen Polyacrylamidtrenngel Uber eine effektive Trennstrecke
von 5,5 cm bei 120 Volt / Gel Uber 2 h. Zur Schatzung der molaren Masse der LOS-Banden
wurde der Marker PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas GmbH, St. Leon Rot)

mitgeflhrt.

Zur Visualisierung der LOS-Banden wurden die SDS-PA-Gele entweder einer Zink- oder
einer Silberfarbung unterzogen. Zur Haltbarmachung wurden die gefarbten SDS-PA-Gele auf
Filterpapier gelegt und unter Vakuum getrocknet (80 °C, 2 h) (Gel Dryer, Model 543, Fa.

Biorad, Mlnchen).

343 Zinkfarbung von SDS-PA-Gelen

Einzelne SDS-PA-Gele wurden mittels des zinc stain and destain Kits (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen) gefarbt und anschlieRBend wieder entfarbt. Hierzu wurde das
entsprechende SDS-PA-Gel zunachst fiur 10 min in der mit A. deionisata verdinnten
Lésung A (Verdinnung 1:10 [v/v]) und anschlieend fir 1 min in der verdinnten Lésung B
(Verdinnung 1:10 [v/v]) des Kits geschwenkt. Die Farbung wurde mit A. deionisata gestoppt.
Nachdem die SDS-PA-Gele fotografiert waren, wurden sie mit der verdinnten destain-

Lésung (Verdinnung 1:10 mit A. deionisata [v/v]) entfarbt.

34.4 Silberfarbung von SDS-PA-Gelen

SDS-PA-Gele wurden mithilfe des PageSilver™ Silver Staining Kit (Fermentas GmbH, St.
Leon Rot) gefarbt. Hierzu wurden die SDS-PA-Gele nach Ende der SDS-PAGE zunéchst in
gel fixing solution 1 fur mindestens eine Stunde geschwenkt. Anschlieend wurden die SDS-
PA-Gele dreimal fur je 20 min in gel fixing solution 2 fixiert und zweimal mit A. deionisata

gewaschen. Nachdem die sensitizing solution fur 1 min eingewirkt hatte, wurde, nach einem
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erneuten Waschschritt, die staining solution zugegeben und die SDS-PA-Gele fir 20 min auf
der Wippe geschwenkt. Es schloss sich ein weiterer Waschschritt an, danach wurde die
developing solution zugegeben und diese je nach Starke der sich zeigenden Banden fiir 5
bis 10 min auf das SDS-PA-Gel einwirken lassen. Sobald die gewlinschte Bandenstarke zu
erkennen war, wurde die stop solution fir 10 min zugegeben. Das fertige SDS-PA-Gel wurde

fotografiert und bis zur Trocknung in A. deionisata gelagert.

3.5 Antikorperbestimmung

3.51 Konjugat
In dieser Arbeit wurde ,ECLTM Donkey Anti Rabbit IgG HRP POD* (GE Healthcare,
Minchen) in der Gebrauchsverdinnung 1:1000 (v/v) in PBS Tween-Puffer als Konjugat

eingesetzt.

3.5.2 Immunoblot

Transfer. Die in der SDS-PAGE aufgetrennten LOS-Bestandteile wurden anschlieend
durch das Semi-Dry-Verfahren aus dem SDS-PA-Gel auf eine auf Gelgrofie zugeschnittene
PROTRAN®-Nitrocellulosemembran (Whatman, Dassel) Uubertragen. Dazu wurden
Filterpapiere (MAGV, Rabenau-Londorf) in der Elektroblotkammer (Novablot Electrophoretic
Transfer Kit, Modell 2117-250, Pharmacia/LKB Bromma, Schweden) folgendermallen ge-
stapelt: sechs in Anodenpuffer | getrankte Filterpapiere, drei in Anodenpuffer Il getrankte
Filterpapiere, die Nitrocellulosemembran (30 min in 1 x PBS eingelegt), das SDS-PA-Gel (in
Anodenpuffer Il aquilibriert) und neun in Kathodenpuffer eingelegte Filterpapiere. Der
Transfer erfolgte bei konstanten 0,8 mA/cm2 Nitrocellulosemembran (RT, 100 min).
Anschlieend wurde das SDS-PA-Gel bis zur Trocknung in A. deionisata bei 4 °C gelagert
und die Nitrocellulosemembran Gber Nacht in 1 x PBS eingelegt und ebenfalls bei 4 °C

gelagert.

Detektion. Die Nitrocellulosemembran wurde in Peptonblockpuffer (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) (1:10 [v/v] in A. deionisata verdunnt) inkubiert (RT, 1 h) und daraufhin
dreimal mit 1x PBS-Tween (20 ml, RT, 5 min) gewaschen. Anschliel3end wurde die Nitrocel-
lulosemembran in eine Slot-Blot-Kammer (Von-Keutz-Labortechnik, Reiskirchen) gespannt.
Die Slots der Kammer wurden jeweils mit dem entsprechenden Antiserum geflillt
(Verdinnung 1:100 mit 1 x PBS-Tween, Inkubation RT, 1 h). Nach Dekantierung der
Antiseren folgten drei Waschschritte mit 1 x PBS-Tween (RT, 5 min). AnschlieRend wurde
die Nitrocellulosemembran mit dem Konjugat (Detektionsantikdrper) (ECL™ Donkey Anti
Rabbit IgG HRP POD, GE Healthcare, Miinchen) inkubiert (Verdiinnung 1:1000 in 1 x PBS-
Tween, RT, 1 h). Nach 2 Waschschritten mit 1 x PBS-Tween (RT, 5 min) und Aquilibierung

mit 1 x PBS (2 x, RT, 1 min) erfolgte die Visualisierung der serologischen Reaktion durch
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Zugabe von Substratldsung (4 ml Chloronaphtol-Methanol, 6 ml PBS, 10 pl H202). Bei
ausreichender Signalstarke wurde die enzymatische Reaktion durch zweimaliges Waschen
mit A. deionisata (jeweils 20 sec) gestoppt. Die so behandelten Nitrocellulosemembranen

wurden bei RT getrocknet und danach fotografiert.

3.5.3 Immundiffusionstest

Der Immundiffusionstest wurde zur Uberprifung der Serokonversion der immunisierten
Kaninchen eingesetzt. Als Medium fur den Immundiffusionstest diente Borat-Agar, der in
Petrischalen gegossen wurde (15 ml je Petrischale mit 8,5 cm Durchmesser). Nach dem
Erkalten des Agars wurden mithilfe eines Stempels (institutseigene Werkstatt) sieben Lécher
(Durchmesser 5 mm) in den Agar gestanzt, die nach dem folgenden Muster angeordnet
waren: um ein zentrales Loch waren, mit jeweils 4 mm Abstand (Rand zu Rand), zirkular
sechs Ldcher angeordnet, wobei der Gesamtdurchmesser 2 cm betrug. Nach Zugabe der
LOS-Praparationen und Hyperimmunseren der Kaninchen (Probenvolumen je Vertiefung
18 ul) wurde der Test in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert und nach 24 h und 48 h
makroskopisch auf das Vorhandensein von Prazipitatlinien untersucht. Das Ergebnis wurde

fotografisch dokumentiert.

3.6 Tierexperimentelle Methoden

3.6.1 Herstellung polyklonaler Antiseren gegen Referenzstamme und
Feldisolate in Kaninchen

3.6.1.1 Tiere

Insgesamt wurden 27 weibliche Kaninchen der Rasse Weille Neuseelander in vier verschie-
denen Versuchsdurchgangen (TVs) eingesetzt [Fa. Harlan Winkelmann, Borchen (TV141,
143), bzw. Fa. Bauer, Neuenstein (TV144, TV145)].

3.6.1.2 Tierhaltung
Alle vier Tierversuche wurden nach § 8a Abs. 1 und 2 des Tierschutzgesetzes dem Regie-

rungsprasidium Gie3en mit Datum vom 31.10.07 angezeigt.

Die Kaninchen wurden wahrend der Versuche in Einzelboxen (60 cm breit, 63 cm hoch,
85 cm tief) gehalten. Die Fitterung erfolgte mit Heu und pelletiertem Alleinfuttermittel (Hasfit
plus, Raiffeisen) ad libitum. Wasser stand stets durch Flaschentranken zur Verfligung. Bis zu

dem Beginn der Versuche hatten die Tiere mindestens 14 Tage Zeit sich einzugewdhnen.

3.6.1.3 Impfantigene

Als Impfantigene wurden verschiedene Ganzzelllysate von B. hyodysenteriae-Stammen
eingesetzt. Nach Vermehrung der Bakterien in BHIF®'SSR-Medium und Bestimmung der
optischen Dichte (ODs4onm) sowie der WBEsq/ml wurden die Kulturen zentrifugiert (4500 x g,

15 min) und die Pellets zweimal mit 0,15 M NaCl gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt
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wurden die Erreger in 0,15 M NaCl suspendiert und die Suspension auf eine optische Dichte
von ODs40nm = 1 eingestellt. Zum Aufschluss der Bakterienzellen schloss sich eine dreimalige
direkte Behandlung mit Ultraschall (Sonifier®, Branson) fur einen Zeitraum von 2x 20 s je
Anwendung an. Abschlielend wurde die Suspension mit UV-Licht inaktiviert. Dazu wurden
jeweils 10 ml der Suspensionen in eine Petrischale gegeben und fir 5 min in einer UV-
Kammer (Stratalinker, Stratagene) UV-Licht mit einer Leistung von 500 J ausgesetzt. Nach
dieser Behandlung wurden Proben entnommen und kulturell bakteriologisch untersucht
(Reinheitskontrolle, s. Kapitel 3.2.3). Bis zur weiteren Verwendung wurden die Antigene bei
-70 °C gelagert. Fir die subkutan (s. c.)- und intramuskular (i. m.)-Immunisierung wurden die
Lysate kurz vor der Applikation mit dem gleichen Volumen Al,(OHj3) versetzt, bei intravendser
(i. v.)-Verabreichung erfolgte die Applikation ohne Adjuvanz.

3.6.1.3.1 Auswabhlkriterien von deutschen Feldisolaten zur Herstellung von

polyklonalen Antiseren im Kaninchen

Zur Herstellung von Antiseren gegen deutsche B. hyodysenteriae-Feldisolate in Kaninchen,
wurden solche Isolate ausgewahlt, die zuvor nicht im Immunoblot mit einem der gegen
verschiedene B. hyodysenteriae-Referenzstamme im Institut vorhandenen Antiseren reagiert
hatten. Weitere Auswabhlkriterien waren die geografische Herkunft, das Alter der Schweine,
von denen das Isolat gewonnen wurde, das Jahr der Herkunft, sowie Unterschiede in den
biochemischen und genetischen Eigenschaften. Hierbei wurde versucht, eine mdglichst
groRe Variation zu erreichen. Einen Uberblick (ber die genannten Eigenschaften der

Impfstdamme gibt Tabelle 4.

3.6.1.4 Impfung und Serumgewinnung

Vor jeder Applikation der Antigene wurde den Kaninchen aus der Vena auricularis caudalis
zwischen 2 und 5 ml Blut entnommen. Anschliel3end erfolgte die Immunisierung subkutan
(s. c.), intramuskular (i. m.) sowie intravends (i. v.). Bei den Teilversuchen TV144 und TV145
wurde auf eine intravendse Verabreichung des Antigens verzichtet. Die Tabelle 5 gibt die

Impfschemata und die Applikationsart der Antigene der jeweiligen Teilversuche wieder.

Die terminale Blutentnahme erfolgte durch Eréffnung der Arteria carotis. Zuvor wurden die
Tiere mit Ketamin (30 mg/kg KGW, i.m., Fa. Medistar®, Holzwickede) und Xylazin
(5 mg/kg KGW, i. m., Fa. Medistar, Holzwickede) narkotisiert. Nach Ausbleiben des Lidre-
flexes wurden die Tiere getotet. Das aufgefangene Blut wurde mindestens 2 h bei Raumtem-
peratur inkubiert und anschlieRend abzentrifugiert (1300 x g, RT, 10 min). Das gewonnene

Serum wurde in neue GefalRe Uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 4 Eigenschaften der zur Herstellung von Antiseren ausgewahliten
deutschen B. hyodysenteriae-Feldisolate

Biochemische
Eigenschaften” genetische Eigenschaften

Isola- deutscher (Vsp-Multiplex-PCRs)
Feld- Herkunft Alter der tions- __Feldisolate deutscher Feldisolate
isolat (PLZ) Schweine janr | Hi Ga A B C D E F G H
G3 27793 k. A 20046 0 0O O + O + + + 0 + O
G21 23758 Sau 20046 0 0 O + O O O + 0 0 O

G38 36151 Mastschwein 2005 + + + + + + + + 0 0 0
35 kg

G44 25764 Mastschwein 2004 0O O O + + 0 0 O O 0 O
60 kg

G47 27404 Saugferkel 2004 + 0 0 + + + + + 0 + 0

G64 49439 k. A. 2004 0 0 0 + + + 0 + 0 + 0

G88 54675 Mastschwein 2003 0 + + 0 0 O 0O + 0 0 O

G91 k.A. kA 2006 n.t. nt. n.tt 0 0 0 O + 0 0 O

G98 49596 Mastschwein 2006 0 O O O O O O O O O O

Erlauterungen k. A.: keine Angabe, n. t.: nicht getestet.
1) alle Isolate a- und B-Glukosidase positiv (nicht aufgefiihrt),
I: Indolbildung, Hi: Hippurathydrolyse, Ga: a-Galaktosidase;
0: negativ, +: positiv.

3.7 Datenhaltung und Auswertung

3.71 Bilddokumentation
Die SDS-PA-Gele und die Immunoblots wurden mittels der Digitalkamera MEDION® LIFE©®©
P42005 (MEDION, Muhlheim, Ruhr) fotografisch dokumentiert. Bildausschnitte wurden im

Microsoft PowerPoint-Programm (Microsoft Office XP Professional) erstellt.
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Tabelle 5 Impfung mit verschiedenen B. hyodysenteriae-Stammen/lsolaten
(TV 141, 143, 144, 145)

Injektionsvolumen [ml] je

Applika- Versuchstag und Applikationsstelle
Impfantigen- WBE;s, tions- 1 15 22/ 29/ 36 42/ 51/ 63 79 86
charge pro ml stelle 23 30 43 56
B78/02/08 10%% s.C. 20 15 15 - - - - - - -
i.m. - 05 05 - - - - - - -
iV - - - 10 - 10 - - - -
B204/02/08 10%% s.C. 20 15 15 - - - - - - -
i.m. - 05 05 - - - - - - -
iV - - - 10 - 10 - - - -
B169/02/08 102 s.C. 20 15 15 - - - - - - -
i.m. - 05 05 - - - - - - -
iV, - - - 10 - 10 - - - -
A1/05/08 10%% s.C. 2 15 15 - - 15 - - - -
i.m. - 05 05 - - 05 - - - -
V. - - - 10 - - - - - -
A1/10/08 n. b. s.C. 2 15 15 15 - 15 - 15 15 15
i.m. - 05 05 05 - 05 - 05 05 05
B8044/05/08 10"%° s.C. 2 15 15 - - 15 - - - -
(2 Tiere) i.m. - 05 05 - - 05 - - - -
iV - - - 10 - - - - - -
B8044/10/08 n. b. s.C. 2 15 15 15 - 15 - - - -
i.m. - 05 05 05 - 05 - - - -
B6933/05/08 10"2° s.C. 2 15 15 - - 15 - - - -
(2 Tiere) i.m. - 0,5 0,5 - - 0,5 - - - -
V. - - - 10 - - - - - -
ACK300/8/06/08 10*%° s.C. 2 15 15 15 - 15 - - - -
(2 Tiere) i.m. - 05 05 0,5 - 0,5 - - - -
Vic2/06/08 10%°° s.C. 2 15 15 - - - - - - -
i.m. - 05 05 - - -
Vic2/10/08 n. b. s.C. 2 15 15 15 - 15 - 15 15 15
i.m. - 05 05 05 - 05 - 05 05 05
NSW1/06/08 10"%° s.C. 2 15 15 15 - 15 - - - -
i.m. - 05 05 05 - 05 -
NSW1/10/08 n. b. s.C. 2 15 15 15 - 15 - 15 15 15
i.m. - 05 05 05 - 05 05 05 05
G3/02/10 10""° s.C. 2 - 15 15 15 - 15 - - -
i.m. - 05 05 05 05 - - -
G21/11/08 n. b. s.C. 2 15 15 15 - 15 - - - -
i.m. - 05 05 05 - 05 - - -
G38/02/10 10%%° s.C. 2 - 15 15 15 - 15 - - -
i.m. - - 05 05 05 - 05 - - -
G44/02/10 10" s.C. 2 - 15 15 15 - 15 - - -
i.m. - - 05 05 05 - 05 - - -
G47/02/10 10%%° s.C. 2 - 15 15 15 - 15 - - -
i.m. - - 05 05 05 - 05 - - -
G64/02/10 10""° s.C. 2 - 15 15 15 - 15 - - -
i.m. - - 05 05 05 - 05 - - -
G88/02/10 10%°0 s.C. 2 - 15 15 15 - 15 - - -
i.m. - - 05 05 05 - 05 - - -
G91/02/10 10”0 s.C. 2 - 15 15 15 - 15 - - -
i.m. - - 05 05 05 - 05 - - -
G98/02/10 10""° s.C. 2 - 15 15 15 - 15 - - -
i.m. - - 05 05 05 - 05 - - -
P7949/02/08 10%%° s.C. 20 15 15 - - - - - - -
i.m. - 05 05 - - - - - - -
V. - - - 10 - 10 - - - -
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4 Ergebnisse

4.1 Reaktivitat der Antiseren mit den zur Impfung verwendeten
Referenzstammen und Isolaten

411 Nebenwirkungen der verwendeten Antigene

Bei subkutaner und intramuskularer Applikation der Ganzzelllysate von B. hyodysenteriae

traten nach wenigen Tagen an den Injektionsstellen Verhartungen, mit einem Durchmesser

von etwa 0,5 cm im Unterhautgewebe auf.

41.2 Nachweis LOS-prazipitierender Antikorper nach Immunisierung mit
Ganzzelllysaten

Die im Verlauf der Immunisierung mit den Ganzzelllysaten diverser B. hyodysenteriae-Isolate

gegen das LOS der Spirochaten gebildeten prazipitierenden Antikdrper wurden im Immun-

diffusionstest (IDT) nachgewiesen. In Abbildung 1 ist reprasentativ die Serokonversion des

Kaninchens TV141-U dargestellt. Wie aus der Abbildung hervorgeht, kommt es im Verlauf

der Immunisierung der Kaninchen zur Bildung von Antikdrpern, die im Immundiffusionstest

mit dem aus den Impfstdmmen praparierten LOS in Prazipitationsbanden dargestellt werden

kénnen. Die Prazipitationsbanden der einzelnen Kaninchen sind von unterschiedlicher

Starke. Bei einem der Kaninchen konnten keine LOS-spezifischen Antikdrper im Immun-

diffusionstest nachgewiesen werden.

vor
Immunisierung

7 d nach 5.
Immunisierung

14 d nach
1. Immunisierung

7 d nach
2. Immunisierung

13 d nach
4. Immunisierung

7 d nach
3. Immunisierung

Abbildung 1 Ergebnis des IDT mit einem Kaninchenserum nach
Immunisierung mit dem Ultraschalllysat von B. hyodysenteriae-
Stamm B204
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Die Ergebnisse des IDT zum Nachweis LOS-prazipitierender Antikdrper gegen das jeweilige
homologe Antigen 14 Tage nach letzter Vakzination sind in Tabelle 6 aufgelistet. Von den
insgesamt 23 Kaninchen wiesen 17 im IDT eine deutliche Prazipitationsreaktion mit dem
Antigen auf. Bei 6 Kaninchen war dagegen jeweils nur eine schwache Reaktion vorhanden,
die in ihrer Starke in etwa der Prazipitationslinie 7 Tage nach der 2. bzw. 3. Immunisierung in

der Abbildung 1 entsprach.

Tabelle 6 Ergebnisse der Priifung der Kaninchenantiseren auf LOS-
prazipitierende Antikorper nach abgeschlossener Immunisierung
im Immundiffusionstest

Tier-Nr. Impfantigen Prazipitationsreaktion mit dem jeweils zum

(Charge) Impfantigen homologen LOS als Antigen

TV141-B P7949 (1) +

TV141-H B78 (1)? (+)

TV141-U B204 (1)? +

TV141-E B169 (1)2 +

TV143-M1 A1(1)? (+)

TV144-A A1 (2)? +

TV143-| B8044 (1)? +

TV143-M2 B8044 (1)? +

TV144-B B8044 (2)? +

TV143-T B6933 (1)? (+)

TV143-E Ack300/8 (1)? (+)

TV143-S2  Ack300/8 (1)? +

TV144-V Vic2 (1)? +

TV144-N1 NSW1 (1)? +

TV145-A G3 (1)® +

TV144-S G21 (1) +

TV145-B G38 (1)? +

TV145-C G44 (1) +

TV145-D G47 (1) (+)

TV145-F G64 (1) +

TV145-G G88 (1)

TV145-H G91 (1) +

TV145-| G98 (1) (+)

Erlduterungen
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1) Referenzstamm B. innocens ; 2) Referenzstamme B. hyodysenteriae;

3) deutsche B. hyodysenteriae-Feldisolate.
+ = deutliche, starke, (+) = schwache Prazipitationsbande.



41.21 Reaktionen Serotyp-spezifischer Antiseren mit homologen und
heterologen LOS-Praparationen im IDT

Die gewonnen Antiseren der verschiedenen Kaninchen wurden im IDT auf Serokonversion
Uberpruft. Im Laufe dieser Untersuchungen wurden die nach mehrmaliger Immunisierung
gewonnenen Seren sowohl gegen die homologen Referenzstdmme als auch gegen die
heterologen Referenzstamme uberpruft. In Abbildung 2 ist beispielhaft ein IDT mit LOS von
Referenzstamm B204 (Serotyp 2) mit dem homologen Antiserum und einer Auswahl
heterologer Antiseren dargestellt. Einen Uberblick tber die Ergebnisse aller durchgefiihrten
IDTs gibt Tabelle 7. Es kam zu Einweg- und zu Zweiwegkreuzreaktionen. Einwegkreuzreak-
tion bedeutet, wie am Beispiel von den Referenzstdmmen B78 und B204 ersichtlich, dass
zwar das aB204-Antiserum mit LOS-Praparationen von B204 und B78 reagierte, das aB78-
Antiserum aber nur mit der LOS-Praparation von B78, nicht aber mit der von B204. Bei Zwei-
wegkreuzreaktionen reagieren die jeweiligen Antiseren und LOS-Praparationen gleicher-

mafen untereinander (Referenzstdmme B204 und A1).

a4

a2 a5/2

aG21 aH

al

Abbildung 2 Reaktion verschiedener LOS-spezifischer Antiseren mit LOS von
B. hyodysenteriae-Stamm B204 im Immundiffusionstest
(nach 46 h).
Bezeichnung der Antiseren: a4: a-A1 (Serotyp 4), a5/2: a-Ack300/8
(Serotyp 5,2), aH: a-Vic2 (Serogruppe H), al: a-NSW1 (Serogruppe |),
aG21: a-G21 (Serotyp bzw. gruppe nicht bekannt), a2: a-B204
(Serotyp 2).
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Tabelle 7 Reaktionen der Antiseren gegen Referenzstimme mit den aus
ihnen hergestellten LOS-Praparationen im IDT

Reaktion im IDT mit LOS-Praparationen verschiedener
B. hyodysenteriae-Staimme

Antiseren gegen

verschiedene © S 3 3 B X2 o =
; P> o o TR=) 3}
B. hyodysenteriae- m a o < o © g9 S 7]
Referenzstamme @ @ Z
aB78 + - - (+) - - - - -
aB204 +/- + - (+) +/- - - - -
aB169 (+/-) - + +) - - - - -
aA1 - (+) - + - - (+) - -
aB8044 (+) - - + ++ - - - -
aB6933 - - - - - - (+/-) - -
aACK300/8 - - - - - - +/- - -
aVic2 - +/- - (+) - - - (+) _
aNSW1 - - - (+) - - - (+) +
aP7949 (Innocens) - - - - - - - - -
Erlauterungen: + = deutliche Reaktion des Antiserums mit der entsprechenden LOS-
Praparation, (+) = schwache Reaktion des Antiserums mit der
entsprechenden LOS-Praparation, abweichende Ergebnisse der
wiederholten IDTs sind jeweils angegeben
4.1.2.2 Reaktivitat der Serotyp-spezifischen Antiseren mit LOS-Praparationen

vor und nach Proteinase K-Verdau
In den Vorversuchen zur Etablierung des Immunoblots als Methode zur Serotypisierung
konnten zahlreiche Kreuzreaktionen innerhalb der Referenzstamme und der Antiseren gegen
die Referenzstamme festgestellt werden (Abbildung 3). Seit Jahren wird LOS in klassischer
Weise mit Phenol extrahiert. Allerdings hat sich bei der Untersuchung von LOS-Praparatio-
nen der Brachyspiren, die zum einen mittels Phenol-Wasser-Methode, zum anderen durch
das LPS Extraction Kit gewonnen wurden, in der SDS-PAGE und im Immunoblot gezeigt,
dass diese Praparationen nicht ganzlich frei von Proteinkontaminationen sind. Daher wurde
eine weitergehende enzymatische Behandlung der Praparationen zum Abbau jeglicher
Proteinresiduen durchgefiihrt (Abbildung 3). Es erfolgte ein versuchsweiser Verdau einer
LOS-Praparation mit unterschiedlichen Verdlinnungsstufen der Proteinase K (Abbildung 4),
so dass die optimale Konzentration festgelegt werden konnte, um kreuzreagierende Proteine
soweit zu verdauen, dass sie als Antigen nicht mehr erkannt wurden. Wie aus Abbildung 4
ersichtlich ist, wird mit steigender Proteinase K-Konzentration die Zahl der im SDS-Gel nach

Silberfarbung vorhandenen Banden geringer. In den geringeren Konzentrationen farbt sich
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nahezu der gesamte Hintergrund im Molekularbereich von 10 bis 14 kDa an. Dagegen sind
in der Spur der héchsten Proteinase K-Konzentration einzelne Banden deutlich zu erkennen.

In Folge wurden alle weiteren LOS-Praparationen einem Proteinase K-Verdau unterzogen.

M B204 B204 B8044B8044 Vic2 Vic2 NSW1 NSW1 M

kDa

72

v

55
43

34
26

vvy Vv™Yy

17
10

vy

Abbildung 3 Reaktion des aB8044-Serums mit verschiedenen LOS-Préparatio-
nen (prapariert mit Phenol-Wasser-Methode) vor bzw. nach Protei-
nase K-Verdau.

K: jeweilige LOS-Praparation wurde zuvor mit Proteinase K behandelt,
M: Molekularmassenstandard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder).
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kDa

72

55

43
34
26

17

10

Abbildung 4 SDS-PAGE einer Proteinase K-verdauten LOS-Praparation von
B. hyodysenteriae (Stamm B204, Serotyp 2) nach Silberfarbung.
Proteinase K-Konzentration:
1: 10 mg/ml, 2: 0,5 mg/ml, 3: 0,1 mg/ml, 4: 0,05 mg/ml, 5: 0,025 mg/ml,
6: 0,05 mg, 7: 0,025 mg.
M: Molekularmassenstandard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder)

41.3 Optimierung der LOS-Praparationen fiir die Verwendung im
Immunoblot

41.31 Standardisierung der LOS-Praparationen fiir die Untersuchungen im
Immunoblot

Die Gewabhrleistung gleicher LOS-Gehalte in den verschiedenen Antigenpraparationen
erfolgte durch die Verwendung von der in der Dichte Ubereinstimmenden Bakteriensuspen-
sionen fur die streng nach Angaben des Herstellers durchgefiihrte LOS-Praparation. Auch
die Festlegung der Probenauftragsmenge erfolgte anhand der optischen Dichte der Aus-
gangskultur vor der LOS-Praparation. Laut Herstellerangaben war fiir die Praparation eine
Bakterienmenge nétig, die in einer Bakterienkultur von 5 ml mit der ODggonm VON 1 enthalten
ist. Nach verschieden Versuchen mit unterschiedlich grof’en Bakterienmengen fir die
Extraktion (Abbildung 5) erwiesen sich LOS-Praparationen aus der zweifachen Anzahl von
Bakterien bei gleichen Puffermengen vorteilhafter. Das Protokoll des Herstellers wurde
dahingehend geandert.
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Darlber hinaus wurden, zur Dokumentation einer ausreichenden Menge an LOS, die als
Antigen fur den Immunoblot vorgesehenen Praparationen in der SDS-PAGE aufgetrennt und
anschlielend mit dem silver staining Kit gefarbt. Diese Kontrollen wurden insbesondere bei
jenen Feldstdmmen durchgeflihrt, die mit den Serotyp-spezifischen Antiseren im Immunoblot
keinerlei Reaktion aufwiesen. Wie aus der Abbildung 6 hervorgeht wiesen die fraglichen
LOS-Praparationen gemessen an der Bandenintensitat eine zu der mitgeflihrten positiven

Kontrolle (Referenzstamm B204 [Serotyp 2]) jeweils vergleichbare Antigenmenge auf.

M G182 DK199 J208 B204 J211 E266 E267 E271 M

kDa kDa
2P 472
55 P> <« 55
43 p < 43
34p . 43
267 S o <26
17> | <17
10 ' | » T T
Abbildung 6 LOS-Praparationen verschiedener nicht typisierbarer
B. hyodysenteriae-Feldisolate nach SDS-PAGE und Silberfarbung
M: Molekularmassenstandard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder)
414 Wahl der geeigneten Antiserumverdiinnungen fiir die Typisierung im

Immunoblot
Die optimale Konzentration der eingesetzten Antiseren fir die Verwendung im Immunoblot
wurde anhand der Reaktionen der Antiseren, die gegen die Referenzstdmme gerichtet waren,
im Immunoblot gegen die LOS-Praparation des jeweils homologen Referenzstammes er-
mittelt. Wie aus der Abbildung 7 hervorgeht sind bei gleicher Konjugatkonzentration keine
Unterschiede in der Detektion von Banden zwischen den gewahlten Verdinnungen der
Typisierungsseren von 1:50 und 1:100 (v/v) nachweisbar. Aus diesem Grund wurde die

Verdinnung der Antiseren mit 1:100 (v/v) festgesetzt.
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12345 6

123 456738 M

kDa

LOS-Praparation LOS-Praparation
A1 (Serotyp4) B204 (Serotyp2)
Abbildung 7 Detektion der LOS-Praparationen der B. hyodysenteriae-Staimme

A1 und B204 nach SDS-Elektrophorese und Immunoblot bei
variierender Konzentration von Antiserum und Konjugat.

:aA1  1:50 (v/v) verdunnt, Konjugat 1:1000 (v/v) verdunnt
:aA1  1:100 (v/v) verdinnt, Konjugat 1:1000 (v/v) verdinnt
:aA1  1:50 (v/v) verdinnt, Konjugat 1:4000 (v/v) verdiinnt
:aA1  1:100 (v/v) verdunnt, Konjugat 1:4000 (v/v) verdinnt
: aB204 1:50 (v/v) verdlnnt, Konjugat 1:1000 (v/v) verdiinnt

: aB204 1:100 (v/v) verdinnt, Konjugat 1:1000 (v/v) verdinnt
: aB204 1:50 (v/v) verdunnt, Konjugat 1:4000 (v/v) verdiinnt

: aB204 1:100 (v/v) verdinnt, Konjugat 1:4000 (v/v) verdinnt
M: Molekularmassenstandard (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder)

ONOOPALWN=-

41.5 Bestimmung Serotyp-spezifischer LOS-Profile fiir die serologische
Zuordnung

Zur Etablierung des Immunoblots zur Serotypisierung der Feldisolate von B. hyodysenteriae

dienten zunachst die 9 Referenzstdmme und ihre homologen Antiseren.

Zur Festlegung von Auswertungskriterien wurden die neun im Institut vorhanden Referenz-
stdmme wiederholt im Immunoblot gegen alle erzeugten Hyperimmunseren getestet. Die Er-
gebnisse wichen nur minimal voneinander ab. Im Verlauf der Untersuchungen wurden wei-

tere Antiseren gegen deutsche Feldisolate von B. hyodysenteriae hergestellt und zusammen
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mit den bereits vorhandenen Seren zur Typisierung aller vorliegenden Isolate im Immunoblot

verwendet.

Die Reaktionen mit dem LOS resultierten in einem Muster an Bandenprofilen unterschiedli-
cher Molekulargewichte und Intensitét (Abbildung 8). Die Tabelle 8 enthalt eine Ubersicht
aller den Bandenprofilen zugeordneten Banden. Das zur Diskriminierung von Serotypen ge-
eignete Bandenprofil wurde anhand der Reaktionsmuster der 9 Referenzstamme und ihren
zugehdrigen Antiseren festgelegt. Banden, die lediglich eine schwache Signalstarke aufwie-
sen, wurden nicht bertcksichtigt. Insgesamt konnten 7 Bandenprofile voneinander unter-
schieden werden. Das Bandenprofil P2 war im Gegensatz zu allen anderen Bandenprofilen
in den homologen Reaktionen stets nachweisbar. Es diente daher als Antigen zur Diskrimi-
nierung von Serotypen. Alle weiteren Banden wurden zwar dokumentiert, aber nicht zur Typi-

sierung der Bakterien herangezogen.

Fur die serologische Zuordnung der Feldisolate diente ebenfalls ausschliellich die Reaktion
der Hyperimmunseren mit dem Bandenprofil P2 der LOS-Praparation des jeweilig zu

typisierenden Isolats.

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 8 910
2p Starke Reaktionen
35p

" Bande P6
43 p Schwache i3
34p Reaktionen o BN e
Bande P4
26 » *
B e p3
E
17 p Bande P2
Bande P1 | ° o
Abbildung 8 Im Immunoblot detektierte Banden am Beispiel der LOS-

Praparation von B. hyodysenteriae-Stamm B8044 (Serotyp 5,3)
(Bande P7 ist hier nicht dargestellt)

1=aB78,2=0aB204, 3 =aB169, 4 = aA1, 5 = aB8044, 6 = aB6933,

7 = aACK300/8, 8 = aVic2, 9 = aNSW1, 10 = aG21,

M = Molekularmassenstandard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
Fa. Fermentas, St. Leon-Rot)
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Tabelle 8 Einteilung und Definition der bei der serologischen Typisierung
von B. hyodysenteriae-Stammen im Immunoblot nachgewiesenen
Reaktionsmuster

Zu einem Komplex GréRe
zusammengefasste Qualitative Beschreibung kD
Banden [kDa] [kDa]

190 solitare Banden 9-10 P1

11-22
12-22
12-21
14-21

1%%8 breite, verlaufende Banden, z. T. 10 - 30 P2

10-25 auch solitare Banden

13-19
14-30
12-28
10-13

Bezeichnung

27 1-2 Banden 24 - 27 P3

31-38 breite, verlaufende Banden, z. T.
29-40 mehrere solitare Banden 29-40 P4

50 solitare Bande 48 - 50 P5

solitdre Bande 54 - >55 P6
72 solitare Bande 72 P7

4151 Charakteristika der Antiseren gegen die Serotypen 1 bis 7 und
Serogruppen H und |

Zur Herstellung spezifischer Antikdrper gegen die neun ausgewahlten Referenztypstamme
von B. hyodysenteriae wurden insgesamt 14 Kaninchen immunisiert. Gegenuber vier Refe-
renzstdmmen standen somit zwei bzw. drei Seren anstatt einem Antiserum zu Verfligung.
Zur Beantwortung der Frage nach der Spezifitat dieser Antiseren als auch im Hinblick auf die
Auswahl des geeigneten Serums in den entsprechenden Fallen wurden alle Seren auf ihre
Reaktivitdt gegenlber Proteinase-K-behandelten LOS-Praparationen, die anschlieRend in
der SDS-PAGE aufgetrennt wurden, untersucht. In diese Untersuchungen wurde als Kontrol-
le B. innocens mit einbezogen. Insgesamt dominierten bei diesen Untersuchungen Reak-
tionen mit den Bandenprofilen P1 bis P3 (siehe oben). Hierbei handelte sich um eine deutlich
abgegrenzte Bande von ca. 25 kDa, als P3 bezeichnet, mehrere mittlere unscharfe, nicht

identifizierbare Einzelbanden von ca. 13 bis 20 kDa, Bande P2, und eine kleinere deutlich
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abgegrenzte Bande von ca. 10kDa, P3. Einen Uberblick Uber alle erhaltenen
Reaktionsmuster gibt die Tabelle 9. Die als ,Fettdruck® markierten Hyperimmunseren wur-
den aufgrund der Starke der Reaktionen mit den Banden P1, P2 und P3 flr die Typisierung
der Feldisolate verwendet.

4.1.6 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Inmunoblots der LOS-

Praparationen der Referenzstamme mit den homologen und
heterologen Antiseren gegen die Referenzstamme

Um die Reproduzierbarkeit der im Immunoblot gewonnenen Ergebnisse der Immunoblots der
LOS-Praparationen der Referenzstdmme mit den homologen und heterologen Antiseren
gegen die Referenzstamme (Tabelle 9) zu Uberprifen, wurden die LOS-Praparationen aller
Referenzstamme erneut auf ihre Reaktivitait mit den gegen diese Stamme hergestellten
Antiseren, die zuvor ausgewahlt wurden (Kapitel 4.1.5.1) im Immunoblot untersucht. Die Er-
gebnisse dieser Uberpriifung sind ebenfalls in Tabelle 9 wiedergegeben. Abweichende Er-
gebnisse sind jeweils angegeben. Weitgehend waren die Reaktionsmuster in Ubereinstimm-
ung mit denen der ersten Untersuchung. Lediglich in drei Fallen kam es in Bezug auf die
Bande P2 zu leicht abweichenden Ergebnissen in der Starke der Reaktion. Verschiedene
leichte Abweichungen gab es ebenfalls bei den unterschiedlichen Kreuzreaktionen der Anti-
seren mit den heterologen LOS-Praparationen.

417 Vergleichende Charakteristika der gegen deutsche B. hyodysenteriae-

Isolate generierten Antiseren

Die mit deutschen B. hyodysenteriae-lsolaten vakzinierten Kaninchen entwickelten in
vergleichbaren Zeitrdumen wie die mit den Referenzstdmmen geimpften Tiere im
Immundiffusionstest nachweisbare prazipitierende Antikorper gegen das jeweilige homologe
Antigen (LOS-Praparation nach Westphal). Die im Immunoblot erzielten Ergebnisse aller
moglichen Reaktionen der Proteinase K-verdauten LOS-Praparationen der zur Immunisier-
ung verwendeten Stamme mit den im Kaninchen induzierten Antiseren sind in Tabelle 10
wiedergegeben. Nahezu alle Antiseren zeigen eine starke Reaktion der Bande P2 mit der
homologen LOS-Praparation. Das gegen den Feldisolat G98 hergestellte Antiserum jedoch
zeigte nur eine schwache Bande P2 mit seiner homologen LOS-Praparation. Dieses wurde
dennoch fur die serologische Untersuchung der Feldisolate eingesetzt. Das Antiserum gegen
Feldisolat G47 reagierte im Immunoblot nicht mit seiner homologen LOS-Praparation und
wurde darum nicht in der weiteren Arbeit verwendet. Es kommt zu mehreren

Kreuzreaktionen, die weiter unten naher beschrieben werden.
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Tabelle 9 Reaktionsmuster der Serotyp-spezifischen Antiseren mit LOS-
Praparationen verschiedener Referenzstamme im Immunoblot
Reaktionsmuster der Antiseren gegen verschiedene
B. hyodysenteriae-Serotypen
LOS- ® ®
Prépara- @ < | o S A A § § S
tion von S ® S e 3352 32§52 t%
Stamm Bande § B 3 8 T § 8 5 8 T 8 T T 3 3
B78 P1 - - - SR L N (O L N ()
[Serotyp 1] P2 + (B () (f) + + (¥) ¥ - ()¢
P3 + - + +/ H(+) (4)- (+) H(+) +
B204 P1 (h - (1) () (- &) B @ () () ()
[Serotyp 2] P2 )+ - - () - -
P3 A - - -
B169 P1 +
[Serotyp 3] P2 +
P3 (+) -
A1 P1 f+ = (H)E - A+) -
[Serotyp 4] P2 -+t - A(+) -
P3 - - ) - (+)
B8044 P1 (+) - o -
[Serotyp 5,2] P2 +(+) o+ () (4 +) ()
P3 +(+) + + /- + - + +
B6933 P1 - - - 4 - () ()
[Serotyp 6,1] P2 - S G - ) (4)
P3 () - - () (M - -+ I+
ACK300/8  P1 - () - ot () ¢
[Serotyp 7,2] P2 - - - + ()
P3 A(+) - - M+ -
Vic2 P1 () 4 (#) (+) ) + &)  t
[Serogruppe H] P2 - - - - () +
P3 - - o
NSWwW1 P1 - - -+ o+
[Serogruppel] P2 (+)- - () (H)- (+)/ (+) -+t
P3 - - - +
B. P1 o - - -
innocens P2 EE e N R
P7949 P3 i L L I I
Erlauterungen: + = deutliche Reaktion des Antiserums mit der entsprechenden LOS-

Praparation, (+) = schwache Reaktion des Antiserums mit der
entsprechenden LOS-Praparation, grau hinterlegt = homologe Partner,
Fett: Antiseren, die zur serologischen Typisierung herangezogen
wurden, abweichende Ergebnisse der wiederholten Immunoblots sind
jeweils angegeben

43



Tabelle 10

Reaktionsmuster der Antiseren mit LOS-Praparationen
verschiedener B. hyodysenteriae-Referenzstamme und
Feldisolate

LOS-
Praparation
von Stamm

B. hyodysenteriae Stamm-spezifische Antiseren
Reaktionen mit Bande P2

aACK300/8
aVic2
aNSW1

aA1
aG3
aG21
aG38
aG44
aG47
aG64

aG88

aG91

oG98

B78
B204
B169

A1

B8044
B6933
Ack300/8
Vic2
NSWA1

G3
G21
G38
G44
G47
G64
G88
G91
G98

+ | aB8044
+ | aB6933

1
—
+
~—"
—
=+
N—"
1
—
+
~—"
1
1
1
1

Y O IR

(+)

Erlauterungen:

41.71

+ = deutliche Reaktion des Antiserums mit der entsprechenden LOS-

Praparation, (+) = schwache Reaktion des Antiserums mit der entspre-

chenden LOS-Praparation, grau hinterlegt = erwartete Reaktion des

Antiserums mit der homologen LOS-Praparation

Kreuzreaktionen der Referenzstimme und der zur Immunisierung

verwendeten deutschen Isolate im Immunoblot

Nach Abschluss der Untersuchungen der Referenzstdmme und der zur Immunisierung

verwendeten deutschen Feldisolate im Immunoblot mit den homologen und den heterologen

Antiseren wurde die Bande P2 als diskriminierender Bandenkomplex bestimmt und diente

somit der serologischen Zuordnung der untersuchten Feldisolate. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 10 zusammengefasst. Bezogen auf P2 lagen typspezifische Reaktionen nur fir drei
Stamme (Stdmme B204, B169 und ACK300/8) vor. Die Stamme B6933, G21, G38, G64 und

G91 wiesen dagegen zu jeweils einem weiteren Stamm eine Einwegkreuzreaktion auf. Der
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Stamm A1 zeigte zwei Einwegkreuzreaktionen. Eine Besonderheit bildeten die Referenz-
stdmme B78 und B8044, sowie die beiden australischen Isolate Vic2 und NSW1. Hier lag
jeweils eine Zweiwegkreuzreaktion im Bereich von P2 vor. Darlber hinaus lagen bei ver-
schiedenen Stammen Kreuzreaktionen auch fir die Banden P1, P3 sowie weitere kleinere
Banden vor. Nach den fir die Diskriminierung von Serogruppen im Rahmen der vorlieg-
enden Arbeit erhobenen Kriterien mussten somit Vic2 und NSW1 trotz Vorliegens geringer
Unterschiede serologisch einer Gruppe zugeordnet werden. Alle weiteren Stdamme waren

trotz z. T. bestehender Kreuzreaktionen serologisch voneinander unterscheidbar.

4.2 Serologische Charakterisierung von deutschen Feldisolaten

Die Tabelle 11 fasst die Ergebnisse der Immunoblots zusammen, die zur serologischen
Charakterisierung deutscher B. hyodysenteriae-Feldisolate durchgefihrt wurden. Von den 75
getesteten Feldisolaten konnten 35 Stdmme (46,7 %) serologisch typisiert werden. Auf
Grundlage der Reaktion der Typisierungsantiseren mit Bande P2 des LOS der Feldisolate
waren 23 (30,7 %) deutsche Isolate eindeutig zuzuordnen. Hierbei handelte es sich in sieben
Fallen um Antiseren gegen die Referenzstamme (B8044, NSW1 und B169) und in 16 Fallen
um Antiseren gegen deutsche Feldisolate (G3, G21, G44, G64, G88, G91 und G98). Am
haufigsten (6 Isolate / 8 %) reagierten Isolate mit dem Antiserum gegen G21, gefolgt von vier
Isolaten (5,3 %), die mit dem B8044-Antiserum eine Reaktion zeigten. Weitere 12 Feldisolate
(16 %) reagierten ebenfalls mit den eingesetzten Antiseren, zeigten aber Kreuzreaktionen
mit zwei (9 Isolate), drei (2 Isolate) oder sogar vier (1 Isolat) Antiseren. Auffallend haufig
waren hierbei Kreuzreaktionen unter Einschluss des Antiserums gegen Stamm G91 (6 Iso-
late). Je 3 Isolate wiesen Reaktionen mit Antiseren gegen B78, B8044, G3, G21, G64 und
G88, zwei mit dem NSW1-Antiserum und je ein Isolat mit dem Antiserum gegen A1 bzw.
G38 auf.
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Tabelle 11 Ergebnis der serologischen Charakterisierung der deutschen
B. hyodysenteriae-Feldisolate (n=75)

B. hyodysenteriae Stamm-spezifische Antiseren
Reaktionen mit Bande P2

Anzahl g
Stamme .z @ § § § N E e e . 3}
N &N = = o © 0O L 0O|lm & ®©  © 66 & o
T T T T B8 T T B E|g Qe Qe Qe 909
1 - -+ - - - e
4 - - - -+ - -!1- - - - - - - -
2 - - - - + - - - - - - - -
1 T S
6 A T T T I
1 e
2 e
1 e
3 o T
2 e I
1 2
1 e
1 - - - EE - - - - - - EN - - - - - -
1 - - - - - - -+l - - - - - -
1 - - - - e -
2 - - - - - - - - -+ - - - -+ -
1 - - - - - - - - - - - B - - - EE -
1 e e I
1 - - - - - - - -+ | - - - -+ o+ -
1 e - - -+ - -
1 + - - - - - - - -1+ - - - - EE -
40 T T I T
Erlduterungen: + = deutliche Reaktion des Antiserums mit der entsprechenden LOS-
Praparation mit P2, - = keine oder schwache Reaktion des Antiserums
mit der entsprechenden LOS-Praparation.
4.3 Serologische Charakterisierung von auslandischen Isolaten
4.3.1 Feldisolate aus Danemark

Insgesamt reagierten vier danische Isolate (33,3 %) mit nur einem der Antiseren. Davon
reagierten zwei mit dem NSW1-Antiserum und je ein Stamm mit dem B8044-Antiserum bzw.
dem G21 -Antiserum. Auch traten bei verschiedenen Isolaten Reaktionen mit zwei (2 Isolate),

drei (2 Isolate) oder sogar funf (1 Isolat) Antiseren auf. Die Ergebnisse der Immunoblots die-
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ser Feldstdmme sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Drei der Isolate konnten nicht zuge-

ordnet werden.

Tabelle 12 Ergebnis der serologischen Charakterisierung der dénischen
B. hyodysenteriae-Feldisolate (n=12).

B. hyodysenteriae Stamm-spezifische Antiseren
Reaktionen mit Bande P2

Anzahl g
' o
Stamme < o T 9 Q N E
R & 2 -« 83 830 Q2 9|l I 8 I T & 5 2
T 8 9 ¢ 8 9 g3 E[ee 0000 00
1 - - - -+ - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - -+ | - - - - - - - -
1 - - - - - - - -+ - - - - - -
1 -+ - - - -+ - - - - - - - - - -
1 - - - - - - - - - - - - - - -+
1 + + - - - - - - - - - - - - - -
1 - - -+ - - -+ | - - - - - - - -
1 -+ - - -+ o+ o+ o+ | - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Erlauterungen: + = deutliche Reaktion des Antiserums mit der entsprechenden LOS-
Praparation mit P2, - = keine oder schwache Reaktion des Antiserums
mit der entsprechenden LOS-Praparation
4.3.2 Feldisolate aus Spanien

Die Ergebnisse der Untersuchung der spanischen Isolate sind in Tabelle 13 dargestellt.
Sechs Isolate (35,3 %) aus Spanien lieRen sich eindeutig einem Antiserum zuordnen. Diese
Falle betrafen ausschlieBlich Antiseren, die gegen die deutschen Feldisolate (G21, G64 und
G88) hergestellt wurden. Weitere funf Isolate (29,4 %) reagieren mit zwei Antiseren und ein
Stamm mit drei Antiseren. Funf der 17 Isolate (29,4 %) konnten keinem der vorhandenen
Antiseren zugeordnet werden. Insgesamt reagierten die spanischen Feldisolate nur mit
Antiseren gegen die deutschen Feldisolate. Dabei erfolgten Reaktionen mit 5 der 8 Antiseren.

Drei der Antiseren reagierten nicht mit LOS-Praparationen der spanischen Feldisolate.
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Tabelle 13 Ergebnis der serologischen Charakterisierung der spanischen
B. hyodysenteriae-Feldisolate (n=17)

B. hyodysenteriae Stamm-spezifische Antiseren
Reaktionen mit Bande P2

Anzahl g
I o
Stamme + o I Q ‘Q g
9 ¢ - 83838 9 Bl 58 I T Y 5 Q
T E B8 T E 3 $ 3 8|leg ¢ ¢ ¢ @ 0 @ Q
2 - - - - - - - - - -+ - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - -+ - - -
1 - - - - - - - - - - - - - -+ - -
1 - - - - - - - - -+ o+ - - - - - -
2 - - - - - - - - - -+ - -+ - - -
1 - - - - - - - - - -+ - - - -+ -
1 - - - - - - - - - - - - -+ -+ -
1 - - - - - - - - -+ - - -+ -+ -
5 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Erlduterungen: + = deutliche Reaktion des Antiserums mit der entsprechenden LOS-
Praparation mit P2, - = keine oder schwache Reaktion des Antiserums
mit der entsprechenden LOS-Praparation
4.3.3 Feldisolate aus Japan

Zwei der fnf Isolate zeigten keine Reaktion mit den 17 Antiseren (siehe Tabelle 14). Jeweils
ein Isolat reagierte mit dem B78-Antiserum bzw. dem NSW1-Antiserum, ein weiteres Isolat
reagierte mit beiden Antiseren.

Tabelle 14 Ergebnis der serologischen Charakterisierung der japanischen
B. hyodysenteriae-Feldisolate (n=5)

B. hyodysenteriae Stamm-spezifische Antiseren
Reaktionen mit Bande P2

Anzahl g
Stamme = o -
<t o s o 2 =
© Q9 © Q @ Y - © ¥ ¥ ® = ©
h & m X @ 8 2 S 2|8 333 883 8
5 © © B8 © © ©B © T (g (g (g (g (g (g (g (g
1 e
1 - - === - - + |- - - - - - - -
1 + - 0
2 oo oL oL Lo
Erlauterungen: + = deutliche Reaktion des Antiserums mit der entsprechenden LOS-

Praparation mit P2, - = keine oder schwache Reaktion des Antiserums
mit der entsprechenden LOS-Praparation
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4.3.4 Aktuelle amerikanische Feldisolate

Die Ergebnisse der Immunoblots der amerikanischen Feldisolate sind in Tabelle 15 zu-
sammengefasst. Nur ein Isolat (12,5 %) zeigte eine starke Reaktion mit einem Antiserum.
Dieses Antiserum ist gegen den Stamm B8044 (Serotyp 5,2) gerichtet. Die anderen Isolate

zeigten keine oder nur eine schwache Reaktion im Immunoblot, die nicht berlcksichtigt
wurde.

Tabelle 15 Ergebnis der serologischen Charakterisierung der
amerikanischen B. hyodysenteriae-Feldisolate (n=8)

B. hyodysenteriae-Stamm-spezifische Antiseren
Reaktionen mit Bande P2

Anzahl 2
.. o
Stamme <+ o I 8 o g
TS :8280882|le58F32 85 3
28 3 $ 8 % %33l o000
e e -
/%8
Erlauterungen: + = deutliche Reaktion des Antiserums mit der entsprechenden LOS-
Praparation mit P2, - = keine oder schwache Reaktion des Antiserums
mit der entsprechenden LOS-Praparation
4.4 Zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse der

serologischen Charakterisierung mit den deutschen und

auslandischen Feldisolaten
Insgesamt wurden 104 europaische Feldisolate von B. hyodysenteriae einer serologischen
Charakterisierung unterzogen. Hiervon zeigten fast die Halfte (46,2 %) keine Reaktion mit
den im Institut vorhandenen Antiseren und konnte somit keinem Serotyp zugeordnet werden.
In etwa ein Viertel der europaischen Isolate reagierte eindeutig mit einem Antiserum das
gegen ein deutsches Feldisolat hergestellt wurde. Ein weiteres knappes Viertel reagierte mit
mehr als einem Antiserum und konnte somit nicht eindeutig zugeordnet werden. Nur sechs
der europaischen Isolate reagierte mit Antiseren gegen amerikanische Referenzstdamme und
weitere vier Isolate reagierten mit Antiseren gegen die australischen Isolate. Diese
Referenzstamme stammen im Gegensatz zu den aktuellen deutschen Isolaten, die zur
Antiserumherstellung herangezogen wurden, aus dem vorigen Jahrhundert. Die aktuellen
Isolate aus den Vereinigten Staaten reagierten nur mit einem Antiserum gegen die etwa vor
20 Jahren isolierten Referenzstamme aus Nordamerika. Die japanischen Isolate zeigten
sowohl eine Reaktion mit einem Antiserum gegen einen australischen als auch einen ameri-
kanischen Referenzstamm. Eine Zusammenfassung der serologischen Charakterisierung

gibt Tabelle 16.
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Tabelle 16 Uberblick iiber die serologische Charakterisierung deutscher und
auslandischer B. hyodysenteriae-Feldisolate

B. hyodysenteriae-Stamm-spezifische Antiseren
verschiedener Herkunft und Alter

Reaktion mit einem Antiserum Reaktion mit

mit Bande P2 zwei oder
Herkunft  Alter An-  nicht USA  Australien Deutsch- Mehr Antise-
zahl  typi-  (n=7) (n=2) land (n=8) Fen mit Bande

sierbar  20.Jh.  20. Jh. 21. Jh. P2
Europa 21.Jh. 104 48 6 4 23 23
(DK, ES, G) (46,2 %)
USA 21.Jh. 8 7 1 - - -

(87,5 %)
Japan 21.Jh. 5 2 1 1 - 1

(40 %)
Erlauterungen: DK: Danemark, ES: Spanien, G: Deutschland.
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5 Diskussion

Eine serologische Typisierung von Bakterien hat nicht nur einen rein deskriptiven Charakter,
sondern erlaubt in gewissem Umfang die Vorhersage bestimmter Eigenschaften des
Erregers. Gleichzeitig nimmt die Kenntnis der méglichen serologischen Variation Einfluss auf
Diagnostik und Prophylaxe. Da es Uber die serologische Variabilitat von B. hyodysenteriae
im europaischen Raum keine Kenntnisse gibt, wurden Antiseren sowohl gegen bereits
charakterisierte Serotypen von B. hyodysenteriae als auch gegen deutsche Feldisolate
hergestellt und zur Typisierung vorwiegend deutscher B. hyodysenteriae-lsolate verwendet.
Vollig unerwartet war, dass lediglich etwas mehr als die Halfte der Isolate serologisch
zuzuordnen war. B. hyodysenteriae verfigt demnach U(ber eine ausgesprochen hohe

serologische Variabilitat.

Basis zur Diskriminierung von Serotypen ist das in der Zellwand der Brachyspiren lokalisierte
Lipooligosaccharid (LOS). Methodisch wurden in der Vergangenheit wenig sensitive Tech-
niken wie der Immundiffusionstest und der Agglutinationstest zur Differenzierung verwendet
(Baum und Joens, 1979; Hampson, 1991; Hampson et al., 1989). Bisher wurden innerhalb
der Spezies B. hyodysenteriae 9 Serotypen (Li et al., 1991) oder auch 11 Serogruppen mit
einer unterschiedlichen Anzahl von Serovaren (Hampson und Stanton, 1997; Lau und
Hampson, 1992) differenziert. Zum Zwecke der Fortfihrung dieser Antigen-basierten Typi-
sierung wurden in der vorliegenden Arbeit europdische Isolate mit selbst hergestellten Anti-
seren gegen Serotyp-spezifische Referenzstamme untersucht. Die bei der Prifung der Anti-
seren auf Spezifitat aufgetretenen Reaktionen mit heterologen Antigenen (Kreuzreaktionen)
entsprachen jedoch nicht den Ergebnissen, die aus den Kenntnissen der Literatur zu
erwarten waren. Zwar wurde Uber Kreuzreaktionen in der Literatur ausfuhrlich berichtet
(Hampson et al., 1989; Hampson et al., 1990; Lau und Hampson, 1992; Mapother und Joens,
1985), sie entsprachen jedoch im Umfang nicht den eigenen Beobachtungen. Dies diirfte
darauf zurtickzuflihren sein, dass einige Untersucher ihre Antiseren vor der Verwendung mit
heterologen Antigenen zur Beseitigung von Kreuzreaktionen mit mehr oder weniger hohem
Aufwand adsorbierten. Dieses Prozedere ist trotz des Aufwands nicht immer erfolgreich und
geht oft auch mit einem Verlust an Sensitivitat einher. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht Uber mdgliche Ursachen der Kreuzreaktivitat geforscht werden sollte, wurde metho-
disch ein anderer Weg beschritten. Als Antigen wurde, in Anlehnung an die Vorgaben aus
dem Schrifttum, eine Praparation des Lipooligosaccharids (LOS) der Brachyspiren
verwendet. Standard der Herstellung ist die sogenannte ,hot phenol-water method“ nach
Westphal (Westphal et al., 1952). Bei Untersuchungen zum LPS von Bakterien wird haufig

diese Technik angewandt. Dies gilt auch fur die Herstellung von Antigenen zur
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Serotypisierung der Brachyspiren, weswegen auch in der vorliegenden Untersuchung diese
Praparationstechnik angewandt wurde. Die Methode nach Westphal lieferte allerdings mit
hoher Wahrscheinlichkeit kein reines LOS. Ansonsten waren die im Immunoblot analysierten
LOS-Praparationen vor und nach Proteinase-K-Verdau identisch gewesen. Nach Proteinase
K-Verdau der LOS-Praparationen nach Westphal war die Zahl der durch die Serotyp-
spezifischen Antiseren detektierbaren Banden erheblich reduziert. In gleichem Ausmal
reduzierte sich damit auch der Anteil der kreuzreagierenden Stdmme. Die im
Immundiffusionstest aufgetretenen Kreuzreaktionen dirften daher zu einem (iberwiegenden
Anteil auf Proteinresiduen in den LOS-Praparationen nach Westphal zuriickzufihren sein.
Leider sind die von anderen Untersuchern verwendeten Antigene (Baum und Joens, 1979;
Lau und Hampson, 1992; Lee und Hampson, 1999; Li et al., 1991) in dieser Beziehung kaum
charakterisiert worden. Dies erschwert nicht nur die Vergleichbarkeit der bisher
durchgefiihrten Serotypisierungsversuche an Brachyspiren, sondern lasst auch nicht ganz

unberechtigte Zweifel an den publizierten Ergebnissen aufkommen.

Fir das weitere methodische Vorgehen waren diese Uberlegungen und die durch Vorunter-
suchungen gewonnenen Erkenntnisse richtungsweisend. Als der methodisch sicherste und
eleganteste Weg, eine wirklich auf dem LOS beruhende Diskriminierung der Brachyspiren
vornehmen zu koénnen, erschien uns die Untersuchung Proteinase-K-verdauter LOS-
Praparationen im Immunoblot. Diese Naherungsweise war zwar von einem erheblich
grolkeren Aufwand begleitet, bot dagegen aber Vorziige im Hinblick auf Spezifitdt und
Sensitivitdt. Letzteres war mitentscheidend dafir, die Untersuchungen im Immunoblot-
verfahren durchzuflhren. Zundchst musste aber noch geklart werden, welche der LOS-
Banden der Brachyspiren zur Diskriminierung der Serotypen geeignet sind. Bei der Auswahl
vertrauten wir auf die Serotyp-Spezifitdt der gegen die 9 Referenzstdmme von B. hyodys-
enteriae hergestellten Antiseren. Eine Bande, bezeichnet als P2 (10-30 kDa), dominierte bei
den homologen Paaren aus Antiserum und Antigen und wurde folglich als Indikator zur
Differenzierung der Serotypen verwendet. Dennoch traten weiterhin Kreuzreaktionen auf.
Uberwiegend handelte es sich hierbei um Einwegkreuzreaktionen. Derartige Kreuz-
reaktionen sind auch in der Literatur beschrieben. Allerdings gibt es von den Autoren
keinerlei schllssige Erklarungsansatze hierflir (Hampson et al., 1990; Lau und Hampson,
1992). Aus den eigenen Untersuchungen koénnte man schliefen, dass die detektierten
Banden neben mehreren antigenen Epitopen zusatzlich Haptene enthielten. Diese lassen
sich serologisch nachweisen, induzieren aber keine Antikorperbildung. Bei Ubereinstimmung
von Hapten und antigenem Epitop liefert diese Hypothese eine naheliegende Erklarung fur
die Natur von Einwegkreuzreaktionen. Dieser Gesichtspunkt konnte bei der Beschreibung

und Analyse von serologischen Kreuzreaktionen unter Umstanden hilfreich sein.
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Daneben wurden sogenannte Zweiwegkreuzreaktionen, auch als vollstandige oder echte
Kreuzreaktion bezeichnet, beobachtet. Ursache hierfur sind sehr wahrscheinlich identische
antigene Epitope in der Bande P2 unterschiedlicher Serotypen. Dies war beispielsweise
zwischen den Serotypen 5 und 1 der Fall. Im Schriftum wurde dagegen auf eine
entsprechende Reaktion zwischen den Serotypen 5 und 2 verwiesen (Mapother und Joens,
1985). Erklaren lasst sich diese Diskrepanz durch Unterschiede in der Methodik als auch der
Qualitat der Antigene und der Konzentration und Spezifitat der Antikérper in den Antiseren.

In den vorliegenden Versuchen unterschieden sich z. B. die durch Immunisierung von
Kaninchen mit Ganzzelllysaten gewonnenen Antiseren im Antikérpergehalt stark voneinan-
der, wie die unterschiedlich starken Prazipitationslinien bzw. Signalstarken der Banden
sowohl im Immundiffusionstest als auch im Immunoblot zeigen. Bei der Auswahl der flr die
serologische Charakterisierung geeigneten Antiseren wurden neben der Bande P2 auch die
Banden P1 und P3 mitberlicksichtigt. Es wurden somit ausschlieRlich jene Antiseren fiir die
serologische Differenzierung ausgewahlt, die die geringsten Kreuzreaktionen mit heterologen
LOS-Praparationen der Referenzstdmme zeigten, gleichzeitig aber die Bande P2 der homo-
logen Stamme eindeutig detektierten.

Ein groRer Einfluss auf die Qualitdt der erzeugten Antiseren geht auch von den einzelnen
Versuchstieren aus. Diese Tatsache hat beim Vergleich von Ergebnissen unterschiedlicher
Arbeitsgruppen eine nicht zu unterschatzende Bedeutung. Ein weiterer naheliegender Grund
fur die von dem Schrifttum abweichenden Ergebnisse dirfte jedoch in den unterschiedlichen
methodischen Ansatzen zur Differenzierung von Serotypen liegen. Es ist nach unseren
Erfahrungen sehr wahrscheinlich, dass die von Mapother und Joens (1985) im Immundiffus-
ionstest beschriebene Kreuzreaktion auf Proteinresiduen in dem verwendeten Antigen
zurtckzufiihren ist. Beispielsweise war bei den eigenen Untersuchungen das Antiserum
gegen Stamm G47 im Immunoblot negativ, reagierte jedoch im IDT mit der nicht Proteinase-
K-behandelten LOS-Praparation dieses Stammes. Weiterhin ist anzunehmen, dass auf
Grund der geringeren Sensitivitat des IDT, die bestehende Kreuzreaktion zwischen
Serotypen 5 und 1 von den zitierten Autoren unentdeckt blieb. Insgesamt sollten deshalb den
mit dem Immunoblot erzeugten Ergebnissen zur serologischen Differenzierung von
B. hyodysenteriae-lsolaten grofleres Vertrauen beigemessen werden als den auf den
Immundiffusionstesten basierenden Resultaten. Bei allen von uns beschriebenen serologisch
detektierten Banden kann mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass diese auf Serotyp-
Ubergreifende Reaktionen mit Proteinen des jeweiligen Erregers beruhen. Die Bearbeitung
der eigentlichen Fragestellung der vorliegenden Arbeit ful’t demnach zweifelsfrei allein auf
jenen Kriterien die per definitionem zur Differenzierung von Serotypen bei Brachyspiren
postuliert wurden. Diesen Anspruch besitzen die zitierten Untersuchungen nicht. Unser

methodischer Ansatz geht sogar noch einen Schritt weiter. Nicht das gesamte LOS der
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Brachyspiren ging in die Bewertung ein, sondern lediglich nur eine, sehr wahrscheinlich den
Serotyp definierende, Fraktion. Dies ist ein erstmaliger Versuch zur serologischen Charakte-
risierung von Brachyspiren. Aber auch bei ausschlieRlicher Konzentrierung auf diese Bande
blieben nach Auswertung der heterologen Reaktionsansatze Kreuzreaktionen bestehen, wie
z. B. jene zwischen den Serotypen 5 und 1 (siehe oben). Somit besitzt der von uns zur Dis-
kriminierung von Serovarianten bestimmte Anteil des LOS, die Bande P2, aller

Wahrscheinlichkeit auch einige kreuzreagierende antigene Epitope.

Dieses Ergebnis bedeutet, dass das LOS unterschiedlicher Stamme bzw. Serogruppen,
ebenfalls unterschiedlich stark kreuzreagiert. Serogruppen/Serotypen sind somit lediglich als
ein Versuch zu verstehen, der natirlichen biologischen Vielfalt eine Ordnung zu geben.
Diese Einteilung wird immer dann besonders schwierig, wenn, wie im vorliegenden Fall, die
Merkmale zur Differenzierung und Sortierung durch mehrere Gene determiniert werden. Die
Existenz zahlreicher, das LOS kodierender Gene, macht somit die vorhandene Kreuz-
reaktivitdt erklarlich. Eine die Speziesbarriere Uberschreitende Reaktion scheint es aber
wahrscheinlich nicht zu geben. Keines der Antiseren reagierte mit B. innocens.

Der anschlieRend im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen vorgenommene Versuch
zur Typisierung von Isolaten ist im eigentlichen Sinn keine Serotypisierung, auch wenn hier
und auch im Schrifttum dieser Begriff gelegentlich verwandt wurde (Hampson et al., 1989;
Kim et al., 2005). Treffender ist die Bezeichnung ,serologische Zuordnung zu Serotypen
bzw. -gruppen®. Diese Formulierung berticksichtigt die Vorgehensweise korrekter.

Von den deutschen Isolaten liefl3 sich unter Anwendung der o. a. Kriterien nur eine beschei-
dene Anzahl den 9 Referenzstdmmen zuordnen. Als Ursache hierfur kdnnen verschiedene
Erklarungen herangezogen werden. Es ist nicht auszuschlielien, dass die gegen die
Referenzstamme aus den 1980-iger und 1990-iger Jahren hergestellten Antiseren, aktuelle
Isolate aus Grinden einer mdglichen standigen Antigenvariation des Erregers nicht
erkennen. Ferner kdnnten geographische Unterschiede in der Herkunft der Isolate (Deutsch-
land) und Referenzstamme (Nordamerika, Australien) als Ursache in Frage kommen. Nicht
zuletzt muss auch eine extrem hohe serologische Vielfalt des Erregers in Betracht gezogen
werden. Diese Erklarung hat durchaus Berechtigung da bei vergleichbaren Untersuchungen
zahlreiche Serovare innerhalb weniger Serogruppen beschrieben wurden (Lau und Hampson,
1992). Zur Beantwortung dieser komplexen Fragestellungen wurden daher auch Antikdrper
gegen aktuelle deutsche B. hyodysenteriae-lsolate hergestellt und weitere aktuelle
Feldisolate aus europaischen Landern (Spanien, Danemark) und auch Nordamerika sowie
Japan in die Untersuchungen miteinbezogen. Fur die Herstellung neuer Antiseren wurden
nicht-reagierende Feldisolate ausgewahlt, die sich nach Herkunft, Jahr der Isolierung und

dem Besitz von Virulenz- und Fitness-Genen unterschieden. Diese Auswahlkriterien er-
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wiesen sich als sehr fruchtbar. Von 9 ausgewahlten Stdmmen wurden 8 nach den in dieser
Arbeit vorgestellten Kriterien als eigenstéandige Serotypen identifiziert. Zur serologischen
Differenzierung von Feldisolaten standen somit insgesamt 9 Antiseren gegen die
Referenzstdmme und weitere 8 Seren gegen aktuelle deutsche Feldisolate zur Verfugung.
Insgesamt konnten etwas weniger als die Halfte der deutschen Isolate serologisch
zugeordnet werden. Auffallig war jedoch, dass unter diesen Stammen der Anteil jener, die
durch Antiseren gegen die aktuellen deutschen lIsolate charakterisiert werden konnten,
weitaus grofer war, als der Anteil, der mit den Antiseren gegen die Referenzstamme
reagierte. Diese Ergebnisse belegen eindrucksvoll ein hohes Ausmal} an antigener Variabi-
litat des LOS in der Spezies B. hyodysenteriae. Hierbei dlrfte sich eine, je nach
geographischer Herkunft der Brachyspiren, unterschiedliche Entwicklung vollzogen haben.
Bestatigung fir diese Hypothese lasst sich aus den Untersuchungsergebnissen der aktuellen
nordamerikanischen lIsolate ableiten. Von den nordamerikanischen Isolaten reagierte keines
mit den Antiseren gegen deutsche Isolate. Interessanterweise reagierte auch nur eines
dieser Isolate mit den Antiseren gegen die alteren Stdmme aus Nordamerika. Unter Bertck-
sichtigung der Zeitpunkte der Isolierung der Stdmme mussen diese antigenen Variationen
innerhalb der letzten 15-20 Jahre entstanden sein. Sehr wahrscheinlich fihren sehr schnelle
Mutationen und Selektionen zu dieser Diversitat bei B. hyodysenteriae.

Was die weiteren Isolate aus Europa anbetrifft, treffen die fiir die deutschen Isolate
erhobenen Beobachtungen nicht unbedingt zu. Die spanischen Isolate reagierten nahezu
ausschlie8lich mit Seren gegen die deutschen B. hyodysenteriae-Stamme. Dieser Befund
sollte zwar nicht zu voreiligen Schlussfolgerungen, wie z. B. der Existenz gemeinsamer
Infektionsquellen und Ubertragungswege, verleiten, obwohl der Befund im auffalligen
Gegensatz zu den Ergebnissen der Untersuchung der danischen Isolate steht. Die
danischen Isolate wiesen bis auf die unterschiedlich hohe Anzahl von Isolaten, die mit den
Antiseren gegen die Referenzstdamme reagierten, ein den deutschen Isolaten vergleichbares
Zuordnungsmuster auf. Dies bedeutet, dass sehr wahrscheinlich auch innerhalb Europas,
trotz des regen Handels, eine geographisch unterschiedliche Entwicklung der Brachyspiren
stattfindet. Eine ahnliche Situation ist auch in Nordamerika, zwischen Kanada und den USA,
zu beobachten (Baum und Joens, 1979; Li et al., 1991; Mapother und Joens, 1985).

Die wichtigste Schlussfolgerung aus den vorgelegten Ergebnissen betrifft die Uber-
raschenderweise grof’e antigene Variabilitdt der Brachyspiren. Die Versuche mit den
B. hyodysenteriae-lsolaten aus dem europaischem Ausland bestatigen die bereits auf Basis
der Untersuchung der deutschen Stdamme aufgestellte These (siehe oben) einer unerwartet
hohen serologischen Diversitat des LOS von B. hyodysenteriae. Trotz bestehender Gemein-
samkeiten ist somit das Ausmal der Serodiversitat von B. hyodysenteriae deutschlandweit,

europaweit und anscheinend weltweit wesentlich gréRer, als bisher angenommen. Zudem
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erscheint die Dynamik dieses Prozesses nicht unbetrachtlich. Diese Situation ist bei allen
Anstrengungen im Rahmen der Diagnostik, Therapie und Bekdmpfung der Dysenterie zu

bertcksichtigen.
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6 Zusammenfassung

Die Schweinedysenterie ist eine durch B. hyodysenteriae verursachte, wahrend der Mast
auftretende mukohamorrhagische Diarrhde, die weltweit groRe wirtschaftliche Bedeutung
besitzt. Im Verlauf der Infektion entwickeln die Tiere eine Serotyp-spezifische Immunitat. Bei
Infektion mit anderen Serotypen von B. hyodysenteriae kann somit erneut eine Dysenterie
auftreten. Derzeit werden bei B. hyodysenteriae mittels Immundiffusions- oder Agglutina-
tionstest 9 Serotypen unterschieden. Fur den europaischen Raum liegen jedoch hierzu
keinerlei Informationen vor.

In Bezug auf diese ungeklarte Situation wurden in Kaninchen Antiseren gegen die neun be-
kannten Serotypen und weitere acht, nach ersten Untersuchungen hiervon abweichende
deutsche B. hyodysenteriae Isolate, hergestellt und fir die Charakterisierung deutscher
(n=75), spanischer (n=17), danischer (n=12), japanischer (n=5) und nordamerikanischer (n=8)
Isolate verwendet. Basis zur Diskriminierung von Serotypen ist das in der Zellwand der
Bakterien lokalisierte Lipooligosaccharid (LOS). Im Fokus standen LOS-spezifische Banden
im Bereich von 10-30 kDa, die nach Untersuchung im Immunoblot mit den Serotyp-
spezifischen Antiseren zur Diskriminierung von Serotypen geeignet erschienen. Trotz des flr
den Immunoblot erforderlichen Aufwands, erschien dies der sicherste und eleganteste Weg,
eine tatsachlich auf dem LOS beruhende Diskriminierung der Brachyspiren vorzunehmen.
Zusatzlich wurden alle untersuchten LOS-Praparationen einem Proteinase K-Verdau
unterzogen, da Proteinresiduen im LOS zu erheblichen Kreuzreaktionen fihrten.

Insgesamt konnten von allen untersuchten Stdmmen (n=117) nur etwas mehr als die Halfte
(n=60, 51 %) serologisch zugeordnet werden. Die Anzahl der deutschen Isolate, die von den
Antiseren gegen deutsche Stamme erkannt wurden, war etwa zweimal so hoch (n=16) als
jene, die mit den Antiseren gegen die bereits bekannten Serotypen reagierten (n=7).
Entsprechende Befunde lagen auch fir die Isolate aus Spanien vor. Die Mehrzahl (61 %)
reagierte mit den Antiseren gegen deutsche Stdmme, wahrend die anderen Stamme (29 %)
nicht zugeordnet werden konnten. Im Gegensatz dazu konnten 58 % der danischen und 60 %
der japanischen Isolate den Serotypen 1-7, bzw. Serogruppen H und | zugeordnet werden.
Von den aktuellen nordamerikanischen Stammen reagierte lediglich ein Stamm, und zwar
mit dem Antiserum gegen Serotyp 5.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Brachyspiren ein hohes Ausmal’ an antigener
Variabilitat besitzen. Bei Berlcksichtigung von geographischer Herkunft und Zeit der
Isolierung der Brachyspiren scheint eine kontinuierliche aber geographisch unterschiedliche

phylogenetische Entwicklung der Brachyspiren zu erfolgen. Diese Situation ist bei allen
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Arbeiten im Rahmen der Diagnostik, Therapie und Bekampfung der Dysenterie zu

bertcksichtigen.
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Summary

Brachyspira (B.) hyodysenteriae is the causative agent of swine dysentery, a worldwide
distributed muco-hemorrhagic diarrhea of tremendously economic importance occurring
mostly in fattening pigs. Infected pigs develop a serotype specific immune response.
Accordingly, infections with other serotypes can cause a reemergence of disease. By
immunodiffusion and agglutination different serogroups (A-K) and serotypes (1-9) of B. hyo-
dysenteriae could be identified. Corresponding European data on predominant serotypes are

not available.

To get more insight into the serological diversity of B. hyodysenteriae, antisera to (a) nine
published (reference) strains belonging to different serotypes and serogroups of B. hyodys-
enteriae and (b) eight currently isolated non-typeable German field isolates, were produced
in rabbits to characterize field isolates coming from Germany (n=75), Denmark (n=12), Spain
(n=17), Japan (n=5) and the USA (n=8). Classification of serotypes is based on differences
of the lipooligosaccharide (LOS) of the bacteria. We focused on LOS bands in a molecular-
weight range of 10-30 kDa that seemed to be well suited to distinguish between serotypes
according to our immunoblot studies with serotype specific antisera. Although the method
required time consuming immunoblot analyses, this approach is believed to be the most
appropriate to actually discriminate the spirochetes by their LOS. In addition, each LOS
preparation was digested by proteinase K before use in immunoblot, since protein residues

resulted in strong cross reactions, as has been proven in this study.

Only 60 (51 %) of all strains analyzed by this procedure could be serotyped by at least one of
the antisera. The number of German strains typed by the German antisera was twice as high
(n=16) as those typed by the reference serotype antisera (n=7). Similarly, Spanish isolates
were mainly recognized by the German sera (61 %). In contrast, 58 % of the Danish and
60% of the Japanese isolates were assigned to serotypes 1 through 7 and serogroups H and
I. Of the American isolates only one strain was recognized and identified as belonging to

serotype 5.

In conclusion, B. hyodysenteriae displays a high degree of antigenic diversity. Considering
origin and year of isolation of the isolates it seems that there is a continuous but
geographically distinct antigenic drift in B. hyodysenteriae. This is of great importance for

diagnosis and therapy of SD.
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8 Anhang

Tabelle 17 Verwendete Puffer und Medien
Puffer Zusammensetzung Menge
Anodenpuffer | Tris-Puffer (1 M) 300 ml
Methanol 200 ml
A. deionisata 500 mi
Anodenpuffer Il Tris-Puffer (1 M) 25 ml
Methanol 200 ml
A. deionisata 770 mi
Borat-Agar Borat-Puffer 120 ml
Agarose 1,29
PEG 6000 1,29
Borat-Puffer NaOH 29
H3BO3 99
A. deionisata ad 1000 ml
BHI-Medium Fa. Oxoid, Hampshire, England,
Kat. Nr.: CM1135 379
A. deionisata ad 1000 ml
BHIFVSSR.Medium Fa. Oxoid, Hampshire, England,
Kat. Nr.: CM1135 379
Colistin 6,23 mg
Vancomycin 6 mg
Spectinomycin 200 mg
Spiramycin 15,25 mg
Rifampicin 12,5 mg
A. deionisata ad 1000 ml
direkt vor Gebrauch zusetzen:
FBS (Fotales bovines Serum) (y- 20 %
bestrahlt) Fa. Sigma, Australien
Blut-Agar Fa. Merck, Darmstadt,
Kat. Nr.: 1.10886.0500 409
defibriniertes Schafblut 50 mi
A. deionisata ad 1000 ml
Chloronaphthol-Methanol 4-Chloro-1-Naphthol 3 mg
Methanol 1ml
Developing solution Sensitizer concentrate 10 pl
Developing reagent 10 mi
A. deionisata ad 100 ml
direkt vor Gebrauch zusetzen:
Formaldehyd 27 i
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Puffer Zusammensetzung Menge
Gassner-Agar Fa. OXOID GmbH, Wesel,
Kat. Nr.: GFG01B 7749
A. deionisata ad 1000 ml
Gel fixing solution 1 Ethanol 50 ml
Eisessig 10 mi
A. deionisata 40 ml
Gel fixing solution 2 Ethanol 60 ml
A. deionisata 120 ml
Kathodenpuffer 6-Aminocapronsaure 5,25¢g
Tris-Puffer (1 M) 25 ml
Methanol 200 ml
A. deionisata 770 ml
LAMMLI-Puffer (1970), pH 6,8 Tris-Cl (0,5 M, pH 6,8) 1 mi
Glycerol (87 %) 0,8 mi
SDS (10 %) 1,6 mi
B-Mercaptoethanol 0,4 ml
Bromphenolblau 0,02g
A. deionisata 4 ml
pH-Wert einstellen mit 37 % HCI
1x PBS (pH 7,4) NaCl 1049
KCI 0,25¢g
KH2P04 0,25 g
NazHPO4 X2 Hzo 1,8 g
A. deionisata ad 1000 ml
1x PBS-Tween (pH 7,2) Na,HPO, x 2 H,O 0,59
NaH,PO4 x 2 H,O 0,47 g
NaCl 8,18 ¢
Tween 20 (0,05 %) 0,5 mi
A. deionisata ad 1000 ml
Schadler-ohne-Agar Fa. Becton, Dickinson and Company,
(ohne Antibiotika) Sparks, USA, Kat. Nr.: 212189 419¢g
defibriniertes Schafblut 50 ml
A. deionisata ad 1.000 ml
SDS-Elektrophorese-Laufpuffer Glycin 14,4 g
SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz) 19
Tris 3,03 g
A. deionisata ad 1000 ml
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Puffer Zusammensetzung Menge
analytisches SDS-Sammelgel Tris-HCI (1 M, pH 6,8) 250 pl
(Mini, 4,5 %) Acrylamid-Bisacrylamid 37,5:1 381 i
SDS (20 %) 12,5 pl
Harnstoff (8 M) 1,5 ml
APS (10 %) 75 ul
TEMED 2,5l
A. deionisata 319 ul
analytisches SDS-Trenngel Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8) 2,5 ml
(Mini, 16 %) Acrylamid-Bisacrylamid 37,5:1 6 ml
SDS (20 %) 62,5 pl
Harnstoff (8 M) 3,75 ml
APS (10 %) 60 pl
TEMED 10 pl
Sensitizing solution Sensitizer concentrate 0,4 ml
A. deionisata ad 100 ml
Serumbouillon Standard-I-Nahrbouillon 25¢g
Rinderserum 100 ml
A. deionisata ad 1000 ml
Staining solution Staining reagent 4 ml
A. deionisata ad 100 ml
direkt vor Gebrauch zugeben:
Formaldehyd 54 ul
Stop solution Stop reagent 8 ml
A. deionisata 92 mi
Tris-Puffer (1 M, ungepuffert) Tris 121,14 g
A. deionisata ad 1000 ml
TSA®YSSR_Agar (mit Schafblut) Caso-Agar: Fa. Merck, Darmstadt,
Kat. Nr.: 1.05458.0500 409
defibriniertes Schafblut 50 ml
Colistin 6,23 mg
Vancomycin 6 mg
Spectinomycin 200 mg
Spiramycin 15,25 mg
Rifampicin 12,5 mg
A. deionisata ad 1000 ml
Zeissler-Agar Columbia-Agar: Fa. Merck, Darmstadt, 52 ¢
Kat. Nr.: 1.10455.0500
Glucose 10g
A. deionisata ad 1000 ml
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