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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Die Odemkrankheit (engl. Edema Disease, ED; syn. E. coli-Enterotoxdmie) ist eine weltweit
in Intensivhaltungen verbreitete lebensgefahrliche Infektionskrankheit, die vorzugsweise bei
Ferkeln wahrend der ersten beiden Wochen nach dem Absetzen vom Muttertier auftritt
(Heidrich, 1966; Nielsen, 1986; Sojka, 1965; Timoney, 1950). Ursache der Odemkrankheit
ist eine Untergruppe der Shigatoxin (Stx)-bildenden Escherichia coli (STEC), und zwar die
Stx2e-bildenden E. coli-Bakterien (EDEC, edema disease E. coli) (Smith and Halls, 1968).
EDEC heften sich mit Hilfe spezieller adhasiver Fimbrien (F18-Fimbrien) an
Schleimhautepithelzellen an und besiedeln den Dinndarm der Absetzferkel (Bertschinger
et al., 1990). Das Stx2e, ein ABs-Exotoxin, bestehend aus einer A- und flinf identischen B-
Untereinheiten, und die F18-Fimbrien stellen dabei die Hauptvirulenzfaktoren der EDEC dar.

Angaben zur Verbreitung und Haufigkeit der Odemkrankheit stiitzen sich derzeit nur auf den
Nachweis der EDEC in Schweinepopulationen. Allerdings ist bekannt, dass EDEC im Verlauf
der Infektion haufig intermittierend ausgeschieden werden und vor allem bei klinisch-in-
apparent infizierten Tieren nur zeitweilig nachweisbar sind (Lege, 2003; Wieler et al., 1995).
Im Rahmen einer friheren Studie wurde die B-Untereinheit des Stx2e rekombinant
hergestellt und als Fangantigen in einem ELISA zum Nachweis Stx2e-spezifischer Antikdrper
eingesetzt (Lege, 2003). Die dabei in sechs Schweinezuchtbetrieben erhobenen Daten
zeigten, dass Uber 95 % der Muttersauen Stx2e-Antikdrper aufwiesen und somit eine
deutlich héhere Seropravalenz aufwiesen als erwartet.

Um diese in sechs Betrieben erhobenen Daten an einer grofleren Schweinepopulation zu
Uberprifen, wurden Serumproben von reprasentativen Zuchtsauen aus Betrieben in
Sildhessen untersucht. Zusatzlich wurden E. coli-Isolate von 975 Schweinen auf EDEC-
spezifische Merkmale (Stx2e, F18-Fimbrien, E. coli-Enterotoxine, a-Hamolysin, O-Antigen)
gepruft. Insbesondere sollten hiermit Antworten auf die folgenden Fragen gegeben werden:

1. Gibt es bei Stx2e-bildenden E. coli vom Schwein noch weitere gemeinsame Antigene, die
sich zum Nachweis EDEC-spezifischer Immunreaktionen eignen?

2. Wie hoch ist die Seropravalenz von EDEC bei Zuchtsauen aus Siidhessen?

3. Haben die Haltungsweise oder Hygienemalnahmen einen Einfluss auf die Haufigkeit von
EDEC-Infektionen in Schweinezuchtbetrieben?

4. Eignet sich die rekombinant hergestellte B-Untereinheit von Stx2e als Impfantigen dazu,
Stx2e-neutralisierende Antikdrper im Tier zu induzieren?
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Odemkrankheit bei Schweinen

Die Odemkrankheit wurde zuerst in Irland von Shanks als ein aufergewdhnlicher Zustand
beschrieben, der den Verdauungsapparat des Schweins beeinflusst (Shanks, 1938). Der
erste Bericht zur Odemkrankheit in Deutschland stammt aus dem Jahr 1956 von Hagen
(Heidrich, 1966). Im Jahr 1950 wurde die Krankheit zum ersten Mal durch intravendse
Applikation von Kulturiiberstdnden des Darminhalts erkrankter Schweine reproduziert
(Timoney, 1950). Einige Jahre spater wurde beobachtet, dass hamolysierende E. coli-
Bakterien mit der Odemkrankheit in Verbindung stehen (Gregory, 1955; Schofield and
Davis, 1955). Ende der siebziger sowie Anfang der achtziger Jahre zeigten verschiedene
Arbeitsgruppen, dass einige aus Menschen sowie aus an der Odemkrankheit erkrankten
Schweinen isolierte E. coli-Stdmme ein Zytotoxin produzierten (Blanco et al., 1983;
Clugston and Nielsen, 1974; Clugston et al., 1974a; 1974b; Dobrescu, 1983;
Konowalchuk et al., 1977; Smith et al., 1983). Dieses Toxin war zytotoxisch fiir Verozellen
und mit dem Shigatoxin von Shigella dysenteriae nahe verwandt. Eine endgultige Reproduk-
tion der klinischen Symptomatik sowie der typischen pathologisch-anatomischen Ver-
anderungen der Odemkrankheit gelang Anfang der neunziger Jahre durch intravenése Ver-
abreichung von aufgereinigtem Stx2e (Gannon et al., 1989; Gordon et al., 1992; MacLeod
and Gyles, 1990; MacLeod et al., 1991).

211 Pathogenese und Klinik

Ursache der Odemkrankheit der Schweine ist eine Darminfektion mit sogenannten enteroto-
xamischen E. coli (Edema Disease E. coli, EDEC), die die Fahigkeit zur Adhasion durch F18-
Fimbrien sowie zur Bildung von Stx2e besitzen (Gyles, 1994). Nach oraler Aufnahme
vermehren sich diese Bakterien im Verdauungstrakt der Ferkel und besiedeln den
Dunndarm, insbesondere das Jejunum und das lleum. Fur die erfolgreiche Besiedlung des
Darmes sind spezielle Adhasionsmechanismen verantwortlich. EDEC besitzen auf ihrer
Oberflache Fimbrien des Typs F18, die Uber einen spezifischen Rezeptor (ECF18R) das
Haften an der Darmschleimhaut ermdglichen und so den Abtransport der Bakterien mit dem
Darminhalt verhindern (Bertschinger and Pohlenz, 1983; Bertschinger et al., 1990;
Vogeli et al., 1997). Nach der Besiedlung des Dinndarmes bilden die EDEC das Stx2e, das
auf bisher nicht ndher bekannte Weise vom Darmlumen Uber die Epithelbarriere hinweg in
die Blutbahn gelangt und dann, gebunden an Erythrozyten, in alle Organe vordringt (Matise
et al., 2003). Die Bindung des Toxins an die Zielzellen erfolgt tber Globotetraosylceramid-
Rezeptoren (Gb4Cer) in den Endothelzellmembranen. Nach Internalisierung gehen
betroffene Zellen durch Hemmung der Proteinbiosynthese zugrunde (De Grandis et al.,
1989; Sandvig and van Deurs, 1996).

Ausloser der Odemkrankheit sind letztlich eine starke Erregervermehrung der EDEC-
Bakterien im Darm begunstigt durch die Umstellung auf Futterrationen mit einem hohen
Proteingehalt wahrend des Absetzens, der Verlust des passiven Schutzes durch
Verminderung der maternalen Antikérper, die Umgebungstemperatur, der Absetz- bzw.
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Umstallungsstress und/oder eine genetische Disposition der Ferkel (Bosworth et al., 1996;
Deperez et al., 1986; Gannon et al., 1988; Imberechts et al., 1992; Schofield and
Schroder, 1954; Smith and Halls, 1968; Sojka et al., 1957).

Die Odemkrankheit bei Ferkeln ist durch zentralnervdse Stérungen wie Ataxie, Muskelzittern,
Paralyse der Gliedmalien, Festliegen in Seitenlage, tonisch-klonische Krampfe sowie
Odeme in der Unterhaut charakterisiert (Kurtz et al., 1969; Timoney, 1950). Bei klinisch
erkrankten Tieren tritt der Tod meist innerhalb von 24 Stunden ein. Uberlebende Tiere
weisen spater in der Mehrzahl Entwicklungsstorungen auf (Moxley, 2000). Die Symptome
treten vor allem im Kopfbereich an Ohren, Augenlidern, Nasenrticken sowie der intestinalen
Schleimhaut auf. Diese Symptome sind die Folge einer systemischen Schadigung der
BlutgefaRe, die unmittelbar zu perivaskuldren Odemen, Hamorrhagien und ischdmischen
Nekrosen des umliegenden Parenchyms fuhren. Des Weiteren sind Durchfall, Fieber und
Exsikkose haufig zu beobachten, aber nicht typisch (Nielsen, 1986). Die Erkrankung bricht
zumeist ein bis zwei Wochen nach dem Absetzen von der Muttersau aus. Betroffen sind aber
auch Saugferkel oder Mast- und Zuchtschweine. Insbesondere erkranken gut entwickelte
Ferkel eines Wurfes oder einer Mastgruppe gleichzeitig bzw. in kurzen Zeitabstanden. Die
Morbiditat ist in betroffenen Bestanden mit 10-35 % zu beziffern. Die Letalitat ist mit 20-
100 % als sehr hoch einzustufen (Kernkamp et al., 1965; Sojka, 1965).

Bei der Sektion verendeter Tiere werden Odeme in den Bereichen der Subkutis, besonders
am Nasenricken und an den Augenlidern, der vorderen Magenwand, des
Kolonmesenteriums, der Mesenteriallymphknoten, des Gehirns und der Lunge gefunden
(Heidrich, 1966; Nielsen, 1986; Sojka, 1965; Timoney, 1950). Die Kérperhdhlen kénnen
maRige Mengen serofibrindser Ergusse enthalten (Kurtz et al., 1969). Histopathologisch
stellen sich atrophierte und ddematisierte Zotten im Jejunum und lleum sowie nekrotische
Lymphozyten in den Peyerschen Plaques des Dunndarms und den Sekundarfollikeln der
mesenterialen Lymphknoten dar (Appel et al., 1990). Auch im Gehirn der Ferkel sind als
Kennzeichen der zerebrospinalen Angiopathie perivaskulare Odeme und fokale Nekrosen im
Parenchym und der Pia mater nachweisbar (Kausche et al., 1992; Kurtz et al., 1969). Im
peripheren Gewebe stellen sich Endothelschwellungen, Nekrosen der glatten Muskelzellen
der Tunica media, Gefaldlasionen von kleinen Arterien und Arteriolen in der Mukosa des
Dunndarms und die Formation von Mikrothromben dar (Gannon et al., 1989; Kurtz et al.,
1969; MacLeod et al., 1991; Matise et al., 2000; Methiyapun et al., 1984; Nielsen, 1986).

21.2 Prophylaxe und Therapie

Die Behandlung klinisch kranker Tiere kann durch wiederholte parenterale Chemotherapie
und Antihistaminika erfolgen (Waldmann und Wendt, 2001). Eine Therapie durch
Behandlung mit Neuroleptika und zentralnervésen Stimulanzien ist nur bedingt im
Anfangsstadium ohne bis dahin aufgetretene gravierende Schadigungen des ZNS erfolgreich
(Bilkei, 1989; Orban et al., 1993). Der zusatzliche Einsatz von Glukocorticoiden und
peripher angreifenden Kreislaufmitteln bringt keine wesentliche Besserung (Moxley, 2000;
Waldmann und Wendt, 2001). Der Erfolg einer Behandlung ist bezlglich der Mortalitat und
des dkonomischen Nutzens als unsicher einzustufen. Eine prophylaktische Behandlung mit
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dem Neuroleptikum Acepromazin soll eine signifikante Reduzierung der Todesfalle bei
Schweinen bewirken (Bilkei und Bolcskei, 1995).

Eine metaphylaktische Applikation von antimikrobiellen Chemotherapeutika soll Gber das
Trinkwasser oder Futter, nach vorhergehender Resistenzprifung der Bakterien, einige Tage
vor bis 2 Wochen nach dem Absetzen erfolgen. Bewahrt habe sich hier der Einsatz von
Colistinsulfat, Apramycin oder Neomycinsulfat. Zu beachten sei dabei, dass zur Vermeidung
von Resistenzen das Antibiotikum dem Wasser oder Futter in hohen Dosierungen tber einen
langen Zeitraum beigemischt werden misse (Bilkei, 1979). Zur Vermeidung der
Odemkrankheit werden neben dem Einsatz von Antibiotika haufig héhere Mengen an
Zinkoxid unmittelbar nach dem Absetzen verabreicht. Hohe Dosierungen von Zinkoxid haben
einen bakteriziden Effekt, reduzieren unerwiinschte Mikroorganismen, senken dadurch die
Belastung durch bakterielle Toxine und haben einen leistungsfordernden Effekt (Waldmann
und Wendt, 2001). Der Zusatz von Zinkoxid zum Futter ist jedoch aufgrund der
Schwermetallproblematik nach dem Arznei- und Futtermittelrecht nicht erlaubt.

Durch eine angepasste Futterzusammensetzung (verminderter Kohlenhydrat- und
Proteinanteil) kann die Uberproportionale Vermehrung der EDEC prophylaktisch inhibiert
werden. Dazu wird das Futter auf einen Gehalt von 5 % Rohprotein bei 17 % Rohfaseranteil
eingestellt (Bertschinger et al., 1983). Alternativ kann ein mehrtagiger Futterentzug bei
reichlichem Wasserangebot durchgefihrt werden. Dann wird von der strikt rationierten
Futterung allmahlich wieder auf das normale Fitterungsniveau zuriickgegangen, ohne die
Futterqualitat zu andern (Waldmann und Wendt, 2001).

Der Einsatz von verschiedenen Probiotika (Bacillus cereus var. toyoi, Lactobacillus spp. oder
Streptococcus faecium) konnte weder die Ferkelverlustrate infolge der Odemkrankheit nach
experimenteller Infektion mit E. coli O141:K85ab noch die Keimzahl von EDEC im Kot
vermindern (De Cupere et al., 1992).

Da es derzeit keine wirtschaftlich vertretbare Therapie der Odemkrankheit gibt, setzt man bei
der Bekampfung der Erkrankung grofe Hoffnungen auf prophylaktische MalRnahmen.
Hierbei stehen vor allem die Suche nach einem geeigneten Impfstoff und die Zucht
resistenter Schweinelinien im Mittelpunkt. Die humorale Immunantwort scheint eine
essentielle Rolle bei der Pathogenese der Odemkrankheit zu spielen. Aus diesem Grund
haben sich bereits einige Forschergruppen mit der aktiven und passiven Immunisierung
beschaftigt und gezeigt, dass Antikorper gegen F18 oder Stx2e vor der Erkrankung schiitzen
kénnen (Moxley, 2000). Zur Induktion einer Immunitat gegeniber dem Stx2e wurde ein mit
Glutaraldehyd behandeltes Stx2e-Toxoid hergestellt und Saugferkeln im Alter von ein bzw.
zwei Wochen sowie Absatzferkeln subkutan appliziert (Awad-Masalmeh et al., 1989; Docic
and Bilkei, 2003; Gordon et al., 1992; MacLeod and Gyles, 1991). Bei der nachfolgenden
oralen Inokulation eines Stx2e-produzierenden E. coli-Stammes als Belastungskeim ent-
wickelten die geimpften Tiere seltener Odemkrankheit als nicht geimpfte Kontrolltiere. Um
die chemische Inaktivierung zu umgehen, wurden auch Versuche mit gentechnisch
verandertem Stx2e durchgefiihrt. Hierbei wurden Aminosauren im katalytischen Zentrum der
A-Untereinheit des Toxins ausgetauscht, was die Toxizitat des Stx2e-Molekils noch besser
und zuverlassiger reduzierte als die Behandlung mit Glutaraldehyd (Bosworth et al., 1996;
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Gordon et al., 1992; Hoffmann, 2010; Makino et al., 2001). Der Erfolg der Impfung war
messbar an den Stx2e-neutralisierenden Antikdrpern in den Serumproben der Ferkel
(Gordon et al., 1992; Hoffmann, 2010). Auch mit Lebendvakzinen aus F18ab-exprimie-
renden E. coli-Keimen wurde Immunitat in den Impflingen erzeugt, die sich in einer
reduzierten Kolonisation bei der Infektion mit enterotoxdmischen E. coli messen liel3
(Sarrazin and Bertschinger, 1997). Weitere Versuche wurden mit passiven
Immunisierungen von Ferkeln durch orale Verabreichung von aus HUhnereiern gewonnenen
F18-Antikdrpern unternommen. Auch hiermit lie3 sich die Anheftung von EDEC-Stdmmen an
die Darmschleimhaut reduzieren (Imberechts et al.,, 1997). So schieden die mit F18-
Antikérpern gefltterten Absatzferkel im Vergleich zur Kontrollgruppe bei nachfolgender
oraler Infektion mit F18-positiven E. coli die Keime in geringer Anzahl aus. In vitro hemmen
F18-spezifische Antikdrper die Adhasion der F18-positiven E. coli an die Darmschleimhaut
(Imberechts et al., 1994). Auch die intramuskulare Verabreichung von Stx2e-spezifischem
Pferdehyperimmunserum (Johansen et al., 2000) oder eine intraperitoneale Verabreichung
von aus Schweinen gewonnenen Stx2e-Antikorpern waren erfolgreich (Matise et al., 2001).
Versuche zur passiven Kreuzimmunisierung mit Stx2-spezifischen Antikorpern zeigten, dass
nur Tiere, die hohe Antikdrpermengen verabreicht bekommen hatten, vor dem Ausbruch der
Odemkrankheit geschiitzt waren (MacLeod and Gyles, 1991).

Ein weiterer Ansatz zur Pravention der Odemkrankheit ergab sich aus der Beobachtung,
dass die Empfanglichkeit zur Besiedlung mit EDEC durch den Wirt genetisch kontrolliert und
dominant vererbt wird (Bertschinger et al., 1993; Smith and Halls, 1968). Mittels
Applikation von F18-Fimbrien-exprimierenden E. coli an Nachkommen aus gezielten Paarun-
gen wurde gezeigt, dass das Risiko fiir die Erkrankung an Odemkrankheit durch den E. coli-
F18-Rezeptor (ECF18R)-Lokus reguliert wird. Dieser Gen-Lokus kodiert die Expression
spezifischer ECF18R-Rezeptoren fir F18-Fimbrien in der Enterozytenmembran. Das Gen
existiert in zwei Allel-Formen mit Dominanz des pathologisch relevanten Allels "B" Uber das
rezessive resistenzvermittelnde Allel "b" (Bertschinger et al., 1993; Vogeli et al., 1996). Mit
Hilfe von in vitro-Adhasionstests an isolierten Enterozyten wurde gezeigt, dass sowohl die
F18ac- als auch die F18ab-Fimbriensubtypen vermutlich denselben Rezeptor zur Anheftung
nutzen (Esser, 1999; Stamm and Bertschinger, 1992). Die von Rasse zu Rasse
unterschiedlichen Allelfrequenzen gaben Hinweise auf die zlchterischen Mdglichkeiten zur
Selektion von Zuchttieren mit Resistenz gegen die Odemkrankheit (Vogeli et al., 1997).
Bewiesen wurde die Rassedisposition mit experimentellen Infektionen von Schweinen aus
einer geschlossenen Herde. Im Ergebnis zeigte sich ein signifikanter Einfluss des Ebers auf
die Erregerausscheidung im Kot sowie auf die Odemkrankheit-Mortalitdt unter den Nach-
kommen, wobei die Resistenz der Ferkel gegen die Odemkrankheit mit der geringeren
fakalen Erregerkonzentration korrelierte (Bertschinger et al., 1986). In einer schweizeri-
schen Studie lag der Anteil der F18-Fimbrien-resistenten Tiere in der Rasse Deutsches
Edelschwein bei 6,7 % und in der Veredelten Landrasse bei 2,2 % (Leemann, 1993). In
einer deutschen Studie ergaben sich dagegen hohere Resistenzhdufigkeiten fur die
verschiedenen Rassen. Hier waren 11,0 % der Deutschen Edelschweine, 6,9 % der
Deutschen Landrasse-Tiere und 8,3 % der Piétrain-Schweine fur eine Kolonisation mit F18-
tragenden E. coli-Stammen nicht empfanglich (Esser, 1999). Die Ausbildung der ECF18-
Rezeptoren scheint zudem auch noch altersabhdngig zu sein. Adhasionsexperimente
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belegten namlich, dass der Erreger bei neugeborenen Ferkeln weder in vitro noch in vivo an
die Darmepithelzellen adharierte, und zwar unabhdngig vom vorhandenen FUT1-Allel.
Dagegen waren altere Tiere von empfanglichen Zuchtlinien flr die Kolonisation durch die
E. coli empfanglich. Enterozyten von 21 Tage alten Tieren wurden im Vergleich zu zehn
Tage alten Ferkeln signifikant starker besiedelt. Dies deutet auf eine progressive Entwicklung
der Rezeptoren hin, welche die ersten drei Lebenswochen andauert (Nagy et al., 1992).

2.2 Enterotoxdamische Escherichia coli (EDEC)

E. coli sind gramnegative, gerade Stabchen, die bis zu 2 um lang sind und einen
Durchmesser von ca. 0,7 um haben (Rolle and Mayr, 2002). Die meisten Stdmme sind
aufgrund ihrer Begeilelung beweglich. Der natiurliche Lebensraum von E. coli ist der
Dickdarm von Tier und Mensch. E. coli gehdrt damit zum Bestand der bakteriellen
Normalflora. Die Bakterienart E. coli ist als fakultativ pathogen anzusehen, da nach
derzeitigem Kenntnisstand alle Stdmme unter bestimmten Bedingungen dazu fahig sind,
Krankheitszustande bei ihren Wirten zu verursachen, beispielsweise, wenn sie in Gewebe
aulRerhalb des Darmes verschleppt und vom Immunsystem nicht schnell wieder eliminiert
werden. Neben den fakultativ pathogenen gibt es einige obligat pathogene E. coli-Stamme,
die infolge der Ausstattung mit besonderen Virulenzeigenschaften besonders haufig und
mitunter auch zu besonders schweren Erkrankungen fihren. Je nach Erkrankung und
Virulenzfaktoren unterscheidet man hierbei verschiedene E. coli-Pathotypen (syn. E. coli-
Pathovare) (Barth et al., 2007; Beutin and Montenegro, 1990).

Darmpathogene E. coli besitzen durch Adhasionsfaktoren spezifische Affinitat zu Darmepi-
thelzellen, wodurch die Kolonisation des Dinndarms ermdglicht wird. Die Vielfalt der
Symptome und Virulenzfaktoren ermdglicht die Zuordnung der darmpathogenen E. coli zu
den folgenden sieben Pathovaren (Baljer and Wieler, 1998; Bischoff et al., 2005; Levine,
1987; Nataro and Kaper, 1998): Stx-produzierende E. coli (STEC), die sich in en-
terotoxdmische und enterohdmorrhagische E. coli unterteilen lassen, sowie enterotoxische,
enteropathogene, enteroinvasive, enteroaggregative, diffus adharente und nekrotoxische
E. coli. Einen Uberblick Uber die verschiedenen Pathovare, ihre charakteristischen
Virulenzfaktoren sowie die von ihnen hervorgerufenen Symptome vermittelt die Tabelle 1.

STEC sind in der Lage, Shigatoxin von Typ 1 oder Typ 2 zu bilden (Whittam, 1998). Eine
Untergruppe der STEC bilden die enterotoxamischen E. coli. Diese Stamme sind flr die
Entstehung der Odemkrankheit beim Schwein verantwortlich (Sarrazin and Bertschinger,
1997; Smith and Halls, 1968) und bilden obligat ein Stx vom Typ Stx2e sowie F18-Fimbrien.
Am haufigsten gehéren EDEC den O-Typen 0138, 0139, O141 oder O147 an (Blanco et
al., 1983; Dobrescu, 1983; Gregory, 1955; Johnson et al., 1990; Mainil et al., 1989;
Sojka et al., 1960).
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Tabelle 1 Einteilung und Charakteristika von darmpathogenen E. coli
wichtige Virulenzfaktoren Erkrankung bei
Pathovar !
Adhisionsfaktor  Toxin Tieren

Shigatoxin-produzierende E. coli (STEC)

enterotoxamische F18ab-Fimbrien, Shigatoxin 2e Odemkrankheit
E. coli (EDEC) AIDA
enterohamorrhagische Intimin Shigatoxin 1, blutige Diarrhoe
E. coli (EHEC) Shigatoxin 2
enterotoxische E. coli F4-, F5-, F6-, ST-I, ST-Il, LT  wassrige Diarrhoe
(ETEC) F18ac-Fimbrien,
CFA |, CFA Il
enteropathogene E. coli Intimin, BFP nicht bekannt wassrig- blutige
(EPEC) Diarrhoe
enteroinvasive E. coli Invasin Sen nicht bekannt
(EIEC)
enteroaggregative E. coli AAF/I1-, AAF/II- EAST1, Pet wassrige Diarrhoe
(EAggEC) Adhasine
diffus adharente E. coli F1845-Fimbrien, Sat mukoide Diarrhoe
(DAEC) AIDA-, Afa-, Dr-
Adhasine
nekrotoxische E. coli P-, F17-Fimbrien, Cnf1, Cnf2, Cdt Diarrhoe
(NTEC) Afa-Adhasin

Erlauterung: Aaf = aggregative adhesion fimbria (Nataro et al., 1998), Afa = afimbrial ad-

hesin (Le Bouguénec and Bertin, 1999), AIDA = adhesin involved in diffuse
adherence (Niewerth et al., 2001), BFP = bundling forming pili (Girén et al., 1991), Cdt =
cytolethal distending toxin (De Rycke et al., 1999), CFA = colonization factor (Nataro and
Kaper, 1998), Cnf = cytotoxic necrotoxic factor (De Rycke et al., 1999), EAST1 =
hitzestabiles E. coli Enterotoxin (Yamamoto and Echeverria, 1996), LT = hitzelabiles E. coli
Enterotoxin (Nataro and Kaper, 1998), Pet = plasmid-encoded Toxin (Eslava et al., 1998),
Sat = secreted autotransporter toxin (Taddei et al., 2003), Sen = Shigella enterotoxin
(Nataro et al., 1995), ST-I = hitzestabiles E. coli Enterotoxin | (Nataro and Kaper, 1998),
ST-Il = hitzestabiles E. coli Enterotoxin || (Nataro and Kaper, 1998).

2.21 Shigatoxin 2e

Shigatoxin (Stx) wurde erstmals von Kioshi Shiga 1898 nach dem Auftreten einer bakteriel-
len Dysenterie (Shigella dysenteriae Typ 1) bei menschlichen Patienten als ursachliches
Agens isoliert. Konowalchuk et al. (1977) berichteten Uber einige Toxine, die letal fir
Verozellen waren und gaben dieser Gruppe von Zytotoxinen den Namen "Verotoxine".
Einige Jahre spater erkannte man die nahe strukturelle und antigene Verwandtschaft der
Verotoxine zu dem Stx von Shigella dysenteriae Typ 1, so dass die Verotoxine in der Folge
auch als "Shiga-like-Toxine" (SLT) bezeichnet wurden (O'Brien and LaVeck, 1983). Die
gleichzeitige Entdeckung von Stx durch verschiedene Forschungsgruppen hat zu parallelen
Nomenklatursystemen gefiihrt. Bezeichnungen wie "Verotoxin" (VT) oder "Shiga-like-Toxin"
wurden und werden nach wie vor in der Literatur synonym benutzt. Zur Vereinheitlichung
wurde von Calderwood et al. (1996) eine einheitliche Nomenklatur postuliert, die von der
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"American Society for Microbiology" Gibernommen wurde und auch in dieser Arbeit angewen-
det wird. Nach dieser Nomenklatur werden alle Verotoxine, Shiga-like-Toxine und das
Shigatoxin als Shigatoxine bezeichnet, wobei man zwei Stx-Gruppen, Stx1 und Stx2,
unterscheidet. Zur ersten Gruppe werden das Shigatoxin von Shigella dysenteriae Typ 1
(Stx) und das Stx1 mit seinen Varianten Stx1c und Stx1d von E. coli gerechnet (Biirk et al.,
2003; Jackson et al., 1987; Ohmura-Hoshino et al., 2003; Paton et al., 1995; Zhang et
al., 2002). Vertreter der zweiten Gruppe sind das Stx2 und seine Varianten Stx2c, Stx2d,
Stx2e, Stx2f, Stx2g und Stx2y (Jelacic et al., 2003; Leung et al., 2003; Melton-Celsa et al.,
1996; Piérard et al., 1998; Salvadori et al., 2001; Schmidt et al., 2000; Schmitt et al.,
1991; Weinstein et al., 1988). In der Tabelle 2 sind die verschiedenen Shigatoxine, die
verwendeten Synonyme sowie das Vorkommen bei Tieren aufgelistet.

STEC mit den Shigatoxin-Typen Stx1, Stx1c, Stx1d, Stx2, Stx2c, Stx2d und Stx2g wurden
hauptsachlich in Kotproben von Rindern nachgewiesen. Die adulten Rinder zeigen hierbei
keine Symptome, nur bei Kalbern spielen die STEC als Erreger von Durchfallerkrankungen
eine Rolle (Wieler et al., 1992). Neben Rindern sind E. coli-Stamme mit Shigatoxinen des
Typs Stx1c und Stx2d auch von gesunden Schafen isoliert worden (Chapman et al., 1996).
Wiederkauer, vor allem Rinder, sind fiir die meisten STEC-Typen das wichtigste Reservoir
und gelten auch als bedeutsamste Quelle fiir die hochvirulenten, humanpathogenen
Stamme, die EHEC-Bakterien. Im Gegensatz dazu wurden STEC, die fur das Shigatoxin 2e
kodieren, vorwiegend in Probenmaterial von Schweinen nachgewiesen (Barth et al., 2007;
Weinstein et al., 1988). Aber es gibt auch Berichte Uber Stx2e-kodierende STEC bei
Menschen und Rindern (Beutin et al., 2004; Friedrich et al., 2002b; Shaw et al., 2004;
Sonntag et al., 2005; Thomas et al.,, 1994; Vernozy-Rozand et al., 2004; Zhang et al.,
2005). Die vom Menschen isolierten Stx2e-produzierenden E. coli gehdrten anderen Sero-
gruppen an als die bei Schweinen nachgewiesenen Stamme und besalen keine F18-
Fimbrien (Beutin et al., 2004; Franke et al., 1995b; Friedrich et al., 2002b; Piérard et al.,
1991; Sonntag et al., 2005; Thomas et al., 1994). Man nimmt deshalb an, dass typische
EDEC-Stamme an Schweine angepasst und keine Zoonoseerreger sind.
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Tabelle 2 Nomenklatur und Vorkommen von Mitgliedern der Shigatoxin-Familie bei
Escherichia coli (nach Friedrich et al., 2002a; Jelacic et al., 2003; Leung
et al., 2003; Mainil, 1999; Nakao et al., 2002; Salvadori et al., 2001; Ziebell

et al., 2002).

Bezeichnung Synonym(e) haufig
vorkommend bei

Stx1 VT1, SLT-I Rind
Stx1c Stx10X3 Rind, Schaf
Stx1d Stx1v52 Rind
Stx2 VT2, SLT-Il, VT2t, SLT-IIt Rind
Stx2c VT2c, SLT-llc, VT2vha, VT2vhb, SLT-llvha, SLT-llvhb  Rind
Stx2d VT2d Rind, Schaf
Stx2e VT2e, SLT-lle, VT-llv, VT2v, VTe, SLT-lIv Schwein
Stx2f VT2ev, SLT-llva, VT2va, VTev Taube
Stx2g VT2g Rind
Stx2y VT2y Huhn

Alle Stx besitzen denselben molekularen Aufbau nach dem ABs-Prinzip. Jedes Shigatoxin-
Holotoxin-Molekul ist demnach aus einem Molekul der enzymatisch aktiven A-Untereinheit
und finf identischen Molekilen der B-Untereinheit aufgebaut. Die Bindung zwischen den
Molekilen beruht auf elektrostatischen Kraften (Boodhoo et al., 1991; Donohue-Rolfe et
al., 1989; Stein et al., 1992). Die A-Untereinheit weist zwei Domanen auf, die im Inneren der
Zielzelle voneinander getrennt werden: das A1-Fragment mit der eigentlichen enzymatischen
Aktivitat und das A2-Fragment, welches das A1-Fragment mit dem B-Pentamer und die B-
Untereinheiten untereinander verbindet. Die B-Untereinheiten vermitteln die Anheftung des
Toxins an spezifische Glykolipide in der Zytoplasmamembran ihrer Zielzellen. Diese
Rezeptoren kommen vor allem auf der luminalen Seite von Endothelzellen der kleinen
Arterien und Arteriolen vor, die damit zu den primaren Zielzellen der Stx zdhlen. Im Falle von
Stx2e handelt es sich bei dem Rezeptor vor allem um das Globotetraosylceramid (Gb4Cer).
Nach der Bindung des Holotoxins an seinen Rezeptor wird es Uber einen endozytotischen
Vorgang von der Zelle aufgenommen und retrograd uber den Golgi-Apparat in das
Endoplasmatische Retikulum transportiert (De Grandis et al., 1989; Samuel et al., 1990).
Im weiteren Verlauf wird das A1-Fragment durch zelleigenes Furin abgespalten und gelangt
als enzymatisch aktives Molekll in das Zytoplasma. Das A1-Fragment besitzt bei allen
Shigatoxintypen eine N-Glykosidase-Aktivitat und bewirkt die glykosidische Abspaltung einer
Adeninbase in der ribosomalen 28S-RNS. Dadurch wird die Bindung von Amino-acyl-tRNS
an die Ribosomen verhindert, die Proteinbiosynthese der betroffenen Zellen kommt zum
Erliegen, und die Zelle geht schlussendlich zugrunde (Brown et al., 1982; Hovde et al.,
1988). Funktionale und vitale Schadigungen des Gefallendothels 16sen dann Prozesse aus,
die zu den klinisch markanten Odemen in der Subkutis, im Gastrointestinaltrakt, im ZNS und
in anderen Organen fuhren (Kurtz et al., 1969; Mainil, 1999; Methiyapun et al., 1984). Im
zellfreien System lasst sich die Wirkung des Shigatoxins als N-Glykosidase zwar alleine mit
dem A1-Fragment simulieren, der toxische Effekt auf intakte Zellen I&sst sich aber nur bei



10 Literaturtibersicht

Verwendung des kompletten Shigatoxins beobachten (Mainil, 1999; O'Brien and Holmes,
1987).

Die Gene vermutlich aller Shigatoxine sind in das Genom temperenter oder defekter
Bakteriophagen integriert (Schmidt, 2001), das wiederum in das Chromosom der STEC
inseriert ist (Newland et al., 1985; O'Brien et al., 1989; Scotland et al., 1983; Strockbine
et al., 1988; Weinstein et al., 1988). Vergleiche der Aminosduresequenzen zeigen eine
99 %-ige Ubereinstimmung von Stx1 aus E. coli zum Shigatoxin von Shigella dysenteriae
Typ 1. Sie unterscheiden sich nur in einer Aminosaure in der A-Untereinheit (Calderwood et
al., 1987; Karch et al., 1993; Strockbine et al., 1988). Damit grenzen sich die Vertreter der
Stx1-Gruppe deutlich von der Stx2-Gruppe ab, deren Aminosauresequenzen mit denen von
Stx1 nur zu 52-60 % identisch sind (O'Brien et al., 1992; Weinstein et al., 1988). Im
Gegensatz zur Stx1-Gruppe gibt es in der Stx2-Gruppe antigene Unterschiede zwischen den
Varianten (Perera et al., 1988; Schmitt et al., 1991). Diese Unterschiede sind vor allem in
der Variabilitdt der Aminosaurensequenz der B-Untereinheiten begriindet (Schmitt et al.,
1991). Wahrend beispielsweise die A-Untereinheiten von Stx2 und Stx2e zu etwa 94 %
Ubereinstimmen, zeigen die B-Untereinheiten nur eine Ubereinstimmung von 84 %
(Weinstein et al., 1988). Die Strukturunterschiede machen sich auch in unterschiedlicher
Rezeptorspezifitat und Toxizitat bemerkbar. So sind Stx2c und Stx2d gegenuber Verozellen
weniger toxisch als Stx2 (Lindgren et al., 1994). Das Stx2e besitzt in der Verozellkultur eine
ahnliche Aktivitat wie Stx1 und Stx2, ist aber 100fach weniger toxisch als Stx2, wenn es
intraperitoneal an Mause appliziert wird (Samuel et al., 1990). Studien mit Hilfe von mono-
klonalen Antikdrpern sowie molekulargenetische Verfahren (Nukleotid- und Aminosaurese-
quenzierungen) weisen Stx2e jedoch zweifelsfrei als Variante der Stx2-Gruppe aus (Gyles
et al., 1988; Linggood and Thompson, 1987; Marques et al., 1987; Smith and Johnson,
1988).

2.2.2 F18-Fimbrien

Fir die pathologische Besiedlung der Dinndarmschleimhaut mit E. coli-Bakterien sind
spezielle Adhasionsmechanismen verantwortlich. Das Haften dieser Bakterien an die
Darmschleimhaut geschieht dabei meist mit Hilfe fimbrieller Adhasine, die auf der
bakteriellen Zelloberflache lokalisiert sind. Fimbrielle Adhasine sind Strukturproteine von
Fimbrien, die mit einem strukturell genau dazu passenden Liganden (Rezeptor),
beispielsweise im Mukus oder in der apikalen Zytoplasmembran von Enterozyten, eine
stabile Bindung eingehen. Diese Anheftung zwischen Fimbrien und Rezeptoren verhindert
den Abtransport der Bakterien mit dem Darminhalt und ermdglicht so die Kolonisation des
Darmes (Rolle and Mayr, 2002).

Bei den EDEC vermitteln die sog. F18-Fimbrien die Bindung an die Dinndarmepithelzellen
(Bertschinger et al., 1990). Nur diejenigen Stx2e-positiven STEC-Stdmme, die auch F18-
Fimbrien bilden, kann man eigentlich als EDEC bezeichnen (Moxley, 2000). F18-Fimbrien
wurden erstmals bei dem Stamm 107/86 (0139:K12:H1) nachgewiesen, dessen Adhasions-
vermogen sich von schweinepathogenen E. coli-Stdmmen mit den bis dahin bekannten
adhasiven Fimbrien (F1, F4, F5, F6 und F41) unterschied. Vorlibergehend wurden die neuen
Fimbrien als F107 bezeichnet. (Bertschinger et al., 1990; Imberechts et al., 1992;
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Imberechts et al., 1993). Zwei dhnliche Fimbrien wurden nach den Stamm-Bezeichnungen,
bei denen die Varianten zuerst entdeckt wurden, als 2134P und 8813 benannt. Heute ist klar,
dass es sich bei den zwei serologisch unterscheidbaren Varianten um die nun einheitlich als
F18 klassifizierten Fimbrien handelt. Da die Varianten neben unterschiedlichen antigenen
Komponenten (b und c) auch kreuzreagierende Komponenten (a) besitzen, werden sie als
F18ab (ehemals F107) und F18ac (ehemals 2134P und 8813) bezeichnet (Imberechts et
al., 1994; Kennan et al., 1995; Nagy et al., 1999; Rippinger et al., 1995; Salajka et al.,
1992; Dean-Nystrom et al., 1993). Die F18ab-Variante kommt vor allem bei EDEC-Stam-
men vor, wahrend es sich bei den F18ac-exprimierenden Bakterien vorwiegend um
enterotoxische E. coli-Stamme (ETEC) handelt (Rippinger et al., 1995; Wittig et al., 1994).
Die Entschlisselung des fedA-Gens, welches fir das Hauptstrukturprotein der F18-Fimbrien
kodiert, erfolgte durch Imberechts et al. (1992). Die Primarstruktur von FedA variiert. So
ergab die Sequenzierung am Beispiel von zehn Isolaten von Ferkeln mit Odemkrankheit
bzw. Absetzdurchfall sieben unterschiedliche Aminosaurensequenzen mit mindestens
91,3 % Homologie (Imberechts et al., 1992; Imberechts et al., 1994). Als Adhasin fungiert
vermutlich das Nebenstrukturprotein FedF, das in seiner Struktur deutlich weniger variabel
ist als FedA (Imberechts et al., 1996).

2.2.3 E. coli-a-Hamolysin

Ein sehr hoher Prozentsatz der EDEC-Stamme zeigt bei Anzucht der Bakterien auf
Schafblutagar eine Hamolysezone um die Kolonien (Gallien et al., 1994; Gannon et al.,
1988; Gregory, 1955; Osek, 1999b; Schofield and Davis, 1955). Ursache hierfir ist das
E. coli-a-Hamolysin (HlyA), ein 110 kDa grolies Protein mit mehreren Membranbindungs-
stellen, das den Prototyp der RTX (Repeats-In-Toxin)-Toxinfamilie darstellt (Bauer and
Welch, 1996; Bhakdi et al., 1996; Gyles et al., 1974; Smith, 1963). Das Gen des a-
Hamolysin ist auf einem Plasmid lokalisiert, auf dem auch die Gene fiir die F18-Fimbrien
und/oder die Gene von E. coli-Enterotoxinen kodiert werden (Gyles, 1992; Wittig et al.,
1994). Die Fahigkeit zur Hdmolysin-Bildung ist innerhalb der Spezies E. coli weit verbreitet
und kommt bei allen E. coli-Pathovaren vor. Bei uropathogenen E. coli und auch bei Isolaten
aus anderem extraintestinalen Gewebe ist die HlyA-Bildung besonders haufig zu beobachten
(Bhakdi et al., 1988). Wie wichtig HIyA fur das Haften und die Vermehrung des Erregers im
infizierten Wirtsorganismus ist und ob es sich tatsachlich immer um einen regelrechten
Virulenzfaktor der betreffenden E. coli-Stamme handelt, ist fur die darmpathogenen E. coli-
Pathovare noch nicht geklart (Smith and Linggood, 1971). Fur a-hamolytische STEC
vermutete man, dass es durch HIyA zur Freisetzung von Hamoglobin und Eisen aus
Epithelzellen kommt, was die Vermehrung der STEC im infizierten Wirtsorganismus férdern
konnte (Law and Kelly, 1995).

224 O-Antigene

Bedeutung im Hinblick auf die Differenzierung pathogener E. coli-Stdamme kommt der Seroty-
pisierung zu. Die Bestimmung von somatischen- (O), Kapsel- (K) und Geif3el- (H) Antigenen
ermoglicht eine Einteilung in verschiedene Serotypen. Derzeit sind 181 O-, 106 K- und 56 H-
Antigene bekannt (Anonym, 2003a; Anonym, 2006; Bettelheim, 2003). Die Odemkrank-
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heitserreger gehéren haufig den O/K-Typen 0138:K81, 0139:K82, 0141:K85ab und
0141:K85ac an (Blanco et al., 1983; Dobrescu, 1983; Gregory, 1955; Johnson et al.,
1990; Mainil et al., 1989; Nielsen, 1986; Schofield and Schroder, 1954; Sojka et al.,
1960). E. coli-lsolate mit den O-Typen 0138, O139 oder 0141 wurden bisher nicht mit
Erkrankungen bei Menschen in Verbindung gebracht und scheinen somit spezifisch fir
Schweine-pathogene E. coli zu sein (Appel et al., 1989; Gannon and Gyles, 1990; Mainil,
1999; Paton and Paton, 1998). Stx2e-kodierende E. coli, die aus Stuhlproben von
Menschen isoliert wurden, besalen entweder die O-Antigene O9 oder O101 oder waren
nicht typisierbar (Caprioli et al., 1993; Garabal et al., 1996; Kaufmann et al., 2006). VVon
Schweinen wurden auch EDEC der O-Typen 08, 0149 und 0157 isoliert; diese werden aber
deutlich seltener gefunden als EDEC mit den oben genannten Serotypen (Barth et al., 2007,
Gannon et al., 1988; Salajka et al., 1992).

2.2.5 E. coli-Enterotoxine

Neben dem Stx2e kénnen EDEC auch noch fir einen oder mehrere Vertreter der E. coli-
Enterotoxine kodieren (Blanco et al., 1983; Gannon et al., 1988; Imberechts et al., 1994;
Konowalchuk et al., 1977; Nagy et al., 1997). Diese Toxine werden in die hitzelabilen
E. coli-Enterotoxine (LT) und hitzestabilen E. coli-Enterotoxine (ST) eingruppiert (Moxley,
2000; O'Brien and Holmes, 1987). Bei den hitzelabilen E. coli-Enterotoxinen werden LT-I
und LT-ll unterschieden (Green et al., 1983). Wahrend LT-lI vorwiegend von E. coli-
Stammen, die bei Menschen oder Schweinen vorkommen, gebildet wird, findet man LT-Il in
erster Linie bei E. coli von Bulffeln und Rindern (Seriwatana et al., 1988). Auch die hitzesta-
bilen E. coli-Enterotoxine werden in zwei Gruppen eingeteilt, STa (syn. ST-I) und STb (syn.
ST-IlI) (Gyles, 1992), wobei STb fast ausschlieRlich bei ETEC-Isolaten aus Absetzferkeln
vorkommt (Moon et al., 1986). In der Pathogenese von E. coli-bedingten Durchfallerkran-
kungen spielen die E. coli-Enterotoxine eine wichtige Rolle. Alle E. coli-Enterotoxine wirken
schadigend auf die resorptiven und sekretorischen Fahigkeiten von Enterozyten des
Dunndarms, wobei die Vitalitdt und Struktur des Darmepithels in der Regel erhalten bleiben.
Infolgedessen gelangen so groRe Mengen an Flissigkeit und Elektrolyten in das Lumen des
Dinndarms, dass die Resorptionskapazitat von Dinndarm und Dickdarm Gberfordert und ein
wassriger Kot ausgeschieden wird (Waldmann und Wendt, 2001). E. coli-Stamme, die
hitzelabiles Toxin produzieren, verursachen starkere Diarrhoe und Dehydrierung als
diejenigen Stamme, die nur ein hitzestabiles Toxin bilden. Man vermutet, dass der bei
manchen Odemkrankheitsfallen zu beobachtende Durchfall darauf zurlickzufiihren ist, dass
entweder der betreffende EDEC-Stamm auch Enterotoxin(e) bildet oder eine Mischinfektion
mit EDEC und einem Durchfallerreger vorliegt. In solchen Féllen kann der Tod der Tiere
letztlich auch Folge der Diarrhoe und nicht der Stx2e-Wirkung sein (Bertschinger and
Gyles, 1994).

2.3 Verbreitung und Haufigkeit von enterotoxamischen E. coli

Die enterotoxamischen E. coli zahlen weltweit zu den haufigsten enteropathogenen
Infektionserregern der Absetzferkel. International und speziell aus Deutschland liegen
allerdings keine reprasentativen Daten zur Verbreitung und Haufigkeit der Odem-
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krankheitserreger sowie Uber das Auftreten von unterschiedlichen Erregerklonen vor
(Bertschinger and Gyles, 1994). Dies liegt vermutlich zum einen an dem hohen metho-
dischen Aufwand, der fir den kulturell-bakteriologischen Nachweis von Odemkrankheitser-
regern erforderlich ist, zum anderen gibt es noch kein kommerzielles Testsystem zur
Messung der humoralen Immunreaktion gegen den Erreger. Die nachfolgend aufgefuhrten
Daten bezuglich des Vorkommens von EDEC und STEC beziehen sich prozentual auf die
Anzahl der E. coli-Gesamtisolate innerhalb der diskutierten Gruppen, da bei mehreren
Studien keine Angaben zur Anzahl der beprobten Tiere vorlagen (Tabelle 3).

In Deutschland wurden im Zeitraum von 1989 bis 2003 Schweine verschiedener
Altersgruppen (Saugferkel, Absatzferkel, Sau, Mastschwein) auf das Vorkommen von
Shigatoxin-bildenden (STEC) und Odemkrankheit-auslésenden (EDEC) E. coli-Stdmmen
untersucht (Appel et al., 1989; Beutin et al., 1993; Biilte et al., 1990; Lege, 2003;
Niewerth et al., 2001; Wieler et al., 1995; Wittig et al., 1995). Dabei wurden sowohl
gesunde als auch erkrankte Tiere beprobt. In der Gruppe der gesunden Tiere erwiesen sich
3,9 % aller E. coli-lsolate als STEC (Beutin et al., 1993; Biilte et al., 1990). Bei
Absetzferkeln, welche entweder Odemkrankheit (Wieler et al., 1995) oder Durchfall (Wittig
et al.,, 1995) aufwiesen, wurden zusammengenommen 49 % aller Isolate STEC-positiv
getestet. Auf EDEC-spezifische Merkmale wurden die STEC-Isolate von beiden
Forschergruppen aber nicht untersucht. Niewerth et al. (2001) und Lege (2003)
identifizierten unter den in Deutschland bei von Odemkrankheit und Durchfall betroffenen
Schweinen verschiedener Altersgruppen (Saugferkel bis Muttersau) isolierten Stdmmen in
5,5 % der Falle EDEC. Tschape et al. (1992) wiesen bei 116 E. coli-Isolaten, die von
Schweinen mit Odemkrankheit aus Deutschland und Schweden stammten, ausnahmslos
STEC nach. Zu einer ebenfalls hohen Nachweisquote gelangten Wasteson et al. (1992) in
einer norwegischen Studie an Absatzferkeln mit Odemkrankheit. Hierin erwiesen sich 70 %
der getesteten Isolate als Stx2e-positiv. Aarestrup et al. (1997) und Frydendahl (2002)
berichteten tber Untersuchungen an Absetzferkeln in Danemark, welche an Odemkrankheit
bzw. Odemkrankheit und Durchfall erkrankt waren. Sie identifizierten 53,4 % aller E. coli-
Isolate als EDEC. Im Gegensatz zu Untersuchungen in Deutschland, Schweden und
Norwegen, in denen alle Tiere mit Odemkrankheit STEC ausschieden, wurden bei
entsprechenden Tieren in Danemark ausnahmslos EDEC detektiert (Aarestrup et al., 1997).
In Polen wiesen Osek und Kollegen in mehreren Studien an Absetzferkeln mit
Durchfallerkrankung bzw. mit Odemkrankheit und Durchfall in 13 % der Falle EDEC nach
(Osek et al., 1999; Osek, 1999a; 1999b; Osek, 2000a; 2000b). Untersuchungen an
durchfallerkrankten Ferkeln in Tschechien ergaben unter allen E. coli-Isolaten sogar einen
EDEC-Anteil von 40,8 %, wobei andere STEC nicht nachweisbar waren (Alexa et al., 2000).
Zwei Studien beschaftigten sich mit Absetzferkeln in Ungarn, die entweder an Durchfall oder
an Odemkrankheit mit Durchfall erkrankt waren. Wahrend sich unter den E. coli-Isolaten, die
von der ersten Gruppe isoliert worden waren, zu 8,3 % STEC befanden, betrug dieser Anteil
in der Ferkelgruppe mit Odemkrankheit 46,5 %, wobei sich 85 % dieser STEC sogar als
EDEC erwiesen (Nagy et al., 1990; 1999). Die beobachtete Haufung von STEC- bzw.
EDEC-Stammen stimmt mit solchen in Deutschland Uberein.
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In der Schweiz wurden im Zeitraum von 1992 bis 2000 insgesamt 249 E. coli-Isolate von
Ferkeln (Alter Gber zwei Wochen), die allesamt an Odemkrankheit und Durchfall litten,
geprift. Von diesen Isolaten erwiesen sich 32,5 % als EDEC und 18,1 % als andere STEC
(Boss et al., 1992; Imberechts et al., 1994; Sarrazin et al., 2000). Garabal et al. (1995)
wiesen in Spanien an Absatzferkeln mit Odemkrankeit und Durchfall ebenfalls ausschlieBlich
STEC (3,8 %) nach. Differenzierter, allerdings auch zeitabhangig, stellen sich
Untersuchungsergebnisse aus England dar. Hier identifizierten Sojka et al. (1960) und
Saunders et al. (1960) 17,5 % der insgesamt 2.383 untersuchten E. coli-Stdmme, die aus
Schweinen mit Odemkrankheit und Durchfall isoliert wurden, anhand von a-Hamolysin in
Blutagarplatten und Seroagglutination mit spezifischen Seren als EDEC. In spateren
Arbeiten (Linggood and Thompson, 1987; Woodward et al., 1992) wurden neugeborene
Ferkel und Absatzferkel, die an der Odemkrankheit (Linggood and Thompson, 1987) oder
an Durchfall (Woodward et al.,, 1992) erkrankt waren, untersucht. Bei den von der
Odemkrankheit befallenen Ferkeln (97 lIsolate) wurden 39,2 % der Isolate als STEC
identifiziert. In der Studie von Woodward et al. (1992) entpuppten sich 29,6 % der 115
Isolate von Schweinen mit Durchfall als EDEC.

Von den auferhalb Europas durchgefiihrten Studien sind insbesondere diejenigen Befunde
hervorzuheben, die in Kanada an Schweinen mit Odemkrankheit und Durchfall erhoben
worden waren. Unter den 668 untersuchten Isolaten wurde mit 4,8 % ein STEC-Prozentsatz
ermittelt, der deutlich niedriger ist als in den meisten europaischen Berichten. Eine gezielte
Untersuchung auf EDEC wurde allerdings nicht durchgefuhrt (Gannon et al., 1988). In
Sldamerika (Argentinien, Brasilien) wurden gesunde und durchfallkranke Ferkel sowie
Ferkel, die von Odemkrankheit betroffen waren, auf Infektionen mit STEC getestet (da Silva
et al., 2001; Parma et al., 2000). Von insgesamt 367 Isolaten waren 21,5 % EDEC. Tiere,
gleichzeitig unter Odemkrankheit und Durchfall litten, wurden in den oben zitierten Arbeiten
nicht beschrieben.

In Korea wiesen Kwon et al. (2002) bei an Odemkrankheit und Durchfall erkrankten
Absetzferkeln unter den E. coli-Isolaten in 12,2 % der Falle EDEC nach, was mit Angaben
aus dem europaischen Raum gut Ubereinstimmt.

Uber serologische Untersuchungen auf EDEC- bzw. STEC-Infektionen bei Schweinen liegen
derzeit nur sehr wenige Daten vor. Lege (2003) untersuchte Blutproben von Schweinen in
sechs Schweinezuchtbetrieben in Deutschland mit Hilfe eines ELISA-Tests auf STEC-
spezifische Antikdrper. Sie konnte zeigen, dass sowohl in finf Betrieben mit Verdacht auf
Odemkrankheit als auch in einem Betrieb ohne Odemkrankheit bei mindestens 92 % der
Muttersauen Stx2e-Antikérper vorhanden waren. Wahrend Saugferkel kurz nach der Geburt
in bis zu 30 % der Falle Stx2e-Antikdrper aufwiesen, waren solche Antikdrper zum Zeitpunkt
des Absetzens nur noch bei 6 % der Ferkel nachweisbar. Nach dem Absetzen stieg der
Anteil seropositiver Ferkel dann wieder deutlich an, und zwar auf 40 % drei Wochen und auf
68 % sechs Wochen nach dem Absetzen. Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten,
dass die Ferkel in der kritischen Lebensphase um den Absetztermin herum aufgrund ihres
geringen Immunschutzes gegen das Stx2e besonders empfindlich gegentiber einer Infektion
mit Odemkrankheitserregern sind (Lege, 2003).
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Die in so genannten "Problembetrieben" haufig wiederkehrenden Ausbriiche der Odem-
krankheit sind ein Hinweis auf die Persistenz von EDEC im Bestand (Bertschinger and
Gyles, 1994). Dabei treten die pathogenen Erreger haufig auch in Zuchtbetrieben auf, in
denen bei den Tieren keine klinischen Symptome der Odemkrankheit nachweisbar sind
(Baljer and Franke, 1999). EDEC treten sowohl bei gesunden als auch bei an Durchfall
und/oder Odemkrankheit erkrankten Ferkeln im Kot auf (Aarestrup et al., 1997; Imberechts
et al.,, 1994; Nagy et al., 1999; Niewerth et al., 2001; Osek et al., 1999; Osek, 2000b;
Sojka et al., 1960; Woodward et al., 1992).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Referenz- und Kontrollstdmme sind in der Tabelle 4
aufgelistet. Aulerdem wurden 1.353 E. coli-Stdmme, die in den Jahren 2000 bis 2002 im
Rahmen der bakteriologischen Diagnostik des Instituts flir Hygiene und Infektionskrankheiten
der Tiere der Justus-Liebig-Universitat Giessen aus eingesendetem Probenmaterial nach
Standardmethoden isoliert worden waren, in die Untersuchung einbezogen. Weiterhin
standen 75 E. coli-Isolate zur Verfligung, die im Rahmen der Bestandsbetreuung durch den
Schweinegesundheitsdienst der Klinik fur Wiederkduer und Schweine der Justus-Liebig-
Universitat Giessen in den Jahren 1997 bis 1998 isoliert worden waren (Lege, 2003).

Alle Stamme wurden entweder in LB-Medium mit 30 % Glyzerin bei -80°C gelagert oder
nach Plattenabschwemmung mit Serumbouillon (incl. 10 % Glukose) lyophilisiert und bei 4°C
gelagert.

3.1.2 Impfstoffe

Insgesamt wurden drei Immunisierungsversuche an Kaninchen und Ferkeln durchgeflihrt.
Als Impfantigen diente das Bakterienzelllysat des E. coli-Stammes BL21(DE3, pHIT-1V-24)
oder die aufgereinigte B-Untereinheit des rekombinanten Stx2e (rHis-StxB2e). Die
Charakteristika der Impfstoffe und die verabreichte Impfantigenmenge pro Tier und Impfung
sind in den Tabellen 9 und 10 aufgelistet. Die Praparation der Impfstoffe ist in den Kapiteln
3.2.2 und 3.2.5 beschrieben.

3.1.3 Adjuvantien

Zur Herstellung polyklonaler Antiseren in Kaninchen und Ferkeln wurden verschiedene
Adjuvantien im Verhaltnis 1:1 (v/v) mit dem Antigen rHis-StxB2e oder einem Placebo
(physiologische Kochsalzlosung) eingesetzt. Insgesamt standen 4 Adjuvantien zur
Verfigung: HL-3, ISA 266, IMS 1313 (alle Uber Fa. Lohmann Animal Health, Cuxhaven)
sowie inkomplettes Freundsches Adjuvans (Bestell Nr. 5506, Fa. Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim).
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Tabelle 4 Liste der verwendeten Referenz- und Kontrollstamme
Stammbe- Refe-
zeichnung Spezies relevante Eigenschaften Herkunft renz
299 E. coli 0139:K82, stx2e, fedA Schwein IHIT
987P E. coli 09:K103:H-, fasA, estap Schwein  Wr
2324 E. coli 0157:H7, stx2, eae Rind LW
2430 E. coli 0O116:H21, stx1, stx2 Rind Mon
B41 E. coli 0O101:H-, fanA, fim41a, estap Rind Wr
BL21(DE3, E. coli GVO, BL21(DE3/pHIT-15b::stxB2e) k. A. F
pHIT-IV-24)
C600 E. coli rauh Mensch K
E57 E. coli 0138:K81, stx2e, fedA, estap, estb  Schwein  Wr
E32511 E. coli 0O157:H-, stx2, stx2c Mensch Z
E40104/0 E. coli 0126:H27, stx2 Mensch Sc
EDL933 E. coli 0O157:H7, stx1, stx2, eae Mensch A
F107/86 E. coli 0139:K12:H1, stx2e, fedA Schwein Be
G7 E. coli 08:K87, faeG, elt, estb Schwein  Wr
Go15lll E. coli 0141:K85, stx2e, fedA Schwein LW
R27 E. coli Plasmid-Marker (112 MDa) K. A. T
R478 E. coli Plasmid-Marker (66 MDa) k. A. T
RU244 E. coli GVO, BL21(DE3/pHIT-II-3) = k. A. Ba
BL21(DE3/pHIT-15b::spvC)
RU254 E. coli GVO, BL21(DE3, pET-15b) k. A. Ba
SA53 E. coli stx2 Rind Mos
TTP-1 E. coli 0O157:H-, stx1, stx2, eae Mensch LW
V517 E. coli Plasmid-Marker (1,4/1,8/2,0/2,6/ k. A. T
3,4/3,7/4,8/35,8 MDa)
X-109/97 E. coli Plasmid-Marker (12,5 MDa) k. A. HW
STm S. Typhimurium  Plasmid-Marker (60 MDa) k. A. D

Erlauterung: A = American Type Culture Collection, Virginia, USA; Ba = R. Bauerfeind,
IHIT; Be = H.U. Bertschinger, Institut fir Veterinarbakteriologie, Universitat
Zrich, Schweiz; D = U. Dinjus, BgVV Jena; F = S. Franke, IHIT; GVO = Gentechnisch
veranderte Mikroorganismen; H = R. Helmuth, BgVV, Berlin; HW = H. Willems, IHIT;

IHIT = Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, Giessen; K = H. Karch,
Institut fir Hygiene und Mikrobiologie, Universitatsklinikum Miinster; LW = L.H. Wieler, IHIT;
Mon = Montenegro et al., 1990; Mos = Moseley et al., 1982; S. = Salmonella enterica
Subspezies enterica; Sc = S. Scotland, Division of Enteric Pathogens, Central Public Health

Laboratory, London, England; T = H. Tschape, BgVV, Wernigerode; Wr = C. Wray,

Veterinary Laboratories Agency, New Haw, Addlestone, England; Z = K. Ziebell, Guelph,

Canada.
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314 Tiere

Kaninchen. Es wurden insgesamt elf 4 bis 6 Wochen alte weibliche Kaninchen der Rasse
WeilRe Neuseelander (Fa. Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen oder Fa. Charles River Deut-
schland GmbH, Kilegg) zur Herstellung von Immunseren verwendet.

Schweine. 1.841 Plasmaproben stammten von Zuchtsauen aus Siidhessen, deren Betriebe
1997 dem Schweinegesundheitsdienst des ehemaligen Staatlichen Medizinal-, Lebensmittel-
und Veterinaruntersuchungsamtes Frankfurt (jetzt Landesbetrieb Hessisches Landeslabor)
angeschlossen waren. Die Proben wurden zwischen Februar und August 1997 enthommen.
Das Alter der Tiere betrug zwischen 2 und 5 Jahren. Die Betriebe waren randomisiert unter
den sudhessischen Ferkelerzeugerbetrieben ausgewahlt worden. Dabei wurde von einer
70 %-igen Pravalenz seropositiver Betriebe ausgegangen. Die Anzahl der je Betrieb
beprobten Tiere richtete sich nach der HerdengréRe. Dabei sollte mit 95 %-iger Sicherheit
bei einer angenommenen Pravalenz von 5 % wenigstens ein positives Tier erfasst werden.
Parallel wurden zu diesen Schweinen tier- und betriebsspezifische Parameter mit einem
Fragebogen dokumentiert (Damriyasa, 2001).

Zusatzlich wurden 30 Ferkel zur Herstellung von Immunseren verwendet. Das Alter der Tiere
betrug zwischen 2 und 4 Wochen.

Weitere 257 Serumproben wurden von Schweinen gewonnen, die zum Zeitpunkt der Pro-
bennahme zwischen 1997 bis 2000 Patienten der Klinik fur Wiederkduer und Schweine der
Justus-Liebig-Universitat Giessen waren oder als Schlachtschwein am Schlachthof Giessen
angeliefert worden waren.

3.1.5 Blut- und Serumproben

Blutproben bei Kaninchen wurden aus der Vena auricularis caudalis entnommen, bei
Schweinen aus der Vena cava cranialis. Blutproben von Schlachtschweinen wurden beim
Entbluten der Tiere genommen. Als Probengefall dienten Probenréhrchen mit oder ohne
EDTA-Beschichtung. Nach einer Inkubation von 60 min bei RT wurden die Proben
zentrifugiert (10 min, 3.000 x g, RT) und das Serum bzw. Plasma gewonnen. Die Lagerung
der Proben erfolgte bei -20°C bzw. -70°C.

Es wurden sieben Schweinehyperimmunseren gegen Stx2e zur Uberpriifung des rHis-
StxB2e-ELISA eingesetzt. Diese Serumproben stammten von Schweinen, die wiederholt mit
glutaraldehydinaktivierten Kulturiiberstdnden von Stx2e-exprimierenden E. coli-Stdmmen
immunisiert worden waren (Alexa et al., 1998).

3.1.6 Monoklonale Antikorper

Die verwendeten monoklonalen Antikérper sind in der Tabelle 5 aufgelistet.

3.1.7 Konjugate

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konjugate sind in der Tabelle 6 aufgelistet.
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3.1.8 Oligodesoxyribonukleotide

Die verwendete Oligodesoxyribonukleotide wurden von der Firma Carl Roth GmbH & Co.
(Karlsruhe) und der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen und sind in der Tabelle 7
aufgelistet. Sie wurden mit A. dest. auf 100 uM (pET-, ECW 1-2-, sowie Bosworth-PCR-
Primer) oder 20 uM (stxB2e-PCR-Primer) eingestellt. Zur Uberpriifung der Konzentration
wurden die Oligodesoxyribonukleotide 1:100 mit A. dest. verdinnt und ihre optische Dichte
(OD) mittels Photometer (Kapitel 3.3.2) bei Wellenlangen von 260 und 320 nm gemessen.
Zur Berrechnung der DNS-Konzentration wurde die folgende Formel eingesetzt:

1) DNS-Konzentration [ng/pl] = (OD260nm — OD320nm) X 33 X Verdiinnung
2) DNS-Konzentration [pmol/ul] = (hngDNS/ul x 1000)/(309 x Primerlange)

SchlieBlich wurden die Oligodesoxyribonukleotide bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.
3.1.9 Zelllinien

Fir die Untersuchung auf Stx2-neutralisierende Antikérper wurden Verozellen verwendet.
Diese adharente Zelllinie wurde von der American Type Culture Collection (ATCC Nr. CRL
1587; LGC-Promochem GmbH, Wesel) bezogen und stammt urspriinglich von Nieren-
karzinomzellen der griinen Meerkatze.

Tabelle 5 Ubersicht iiber die verwendeten monoklonalen Antikdrper

Bezeichnung Art des Gebrauchs- Spezifisches Antigen Herkunft / Referenz
Materials verdinnung

5G10 ZKU unverdinnt StxB2e Franke, IHIT

BC5 BB12 Aszites 1:100 StxB2 Downes et al., 1988
13C4 ZKU 1:33,3 StxB1 Strockbine et al., 1985
1E8 ZKU unverduinnt Alphatoxin von Schoepe, IHIT

Clostridium perfringens

Erlauterungen: ZKU = Zellkulturiiberstand
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Tabelle 6 Ubersicht der verwendeten Konjugate

Konjugat-Name Gebrauchs- Bestell-Nr. Firma
konzentration

Ni#*-NTA-Meerrettich-Peroxidase 1:2.000 34530 Qiagen, Hilden

Esel-anti-Kaninchen-lg-Meerrettich-  1:10.000 NA 934 Amersham, Freiburg

Peroxidase

Schaf-anti-Maus-lgG-Meerrettich- 1:2.000 NXA 931 Amersham, Freiburg

Peroxidase

Ziege-anti-Schwein-IgG- 1:6.000 114-035-003 Dianova, Hamburg

Meerrettich-Peroxidase
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3.2 Bakteriologische Methoden

3.21 Standardanzucht von Bakterien

Bakterien wurden in dem jeweiligen Nahrmedium aerob flr 12-16 h bei 37°C in einem
Schuttelinkubator Modell 3032 bzw. 3033 (Fa. Gesellschaft flr Labortechnik mbH, Burgwe-
del) mit 180 rpm angeziichtet.

3.2.2 Anzucht von transformierten E. coli-Bakterien

Der E. coli-Stamm BL21(DE3, pHIT-IV-24) wurde entsprechend der Standardanzucht in LB-
Medium unter Zugabe von Carbenicillin (Endkonzentration 50 pg/ml Fa. Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) kultiviert.

Induktion transformierter E. coli-Zellen. Zur Herstellung des rekombinanten Proteins rHis-
StxB2e wurde der E. coli-Stamm BL21(DE3, pHIT-IV-24) wie oben beschrieben angeziichtet,
1:100 (v/v) mit frischem LB-Medium mit Carbenicillin verdinnt und bis zum Erreichen einer
ODgoonm von 0,4 bis 0,5 weiterinkubiert. Zur Induktion wurde dann IPTG (Endkonzentration
0,5 mM, Fa. Biomol, Hamburg) zugegeben und die Kultur fir weitere 5 h inkubiert.

3.2.3 Nachweis von Hamolyse

Der Nachweis der Hamolyse erfolgte phanotypisch. Hierfur wurden die E. coli-Isolate auf
Schafblutagarplatten angezichtet, inkubiert (aerob, 12 - 16 h, 37°C) und anschlieBend ma-
kroskopisch beurteilt.

3.24 O-Antigenbestimmung der E. coli-lsolate

Die O-Antigenbestimmung der Escherichia coli-Isolate erfolgte durch Objekttragerschnell-
agglutination mit polyvalenten Testseren (Bundesinstitut flir gesundheitlichen Verbraucher-
schutz und Veterindrmedizin BgVV, Dessau). Die Testseren besallen die folgenden
Spezifitaten: 08:K87, 0138:K81, 0139:K82, 0O141:K85ab, 0141:K85ac, 0147:K89,
0149:K91 und O157:K-. Als Negativkontrolle wurde NaCl-Lésung mitgeflihrt. Nach leichtem
Schwenken des Objekttragers (bis 15mal) wurden die Agglutinationsreaktionen ausgewertet.
Stamme, die mit keinem oder mit zwei und mehr der verwendeten Testseren reagierten,
wurden als nicht typisierbar "n. t." eingestuft.

3.2.5 Praparation von Bakterienlysat

Die transformierten E. coli-Bakterien (Ausgangsvolumen 1.000 ml) wurden nach der
Induktion (siehe Kapitel 3.2.2) durch Zentrifugation (20 min, 7.410 x g, 4°C) gewonnen und
in 20 ml eiskaltem 1 x in PBS resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mit einer French-
Presse (French® Pressure Cell, Modell FA-030, Fa. SLM-Aminco, Rochester, NY, USA) bei
20.000 bar und eine Flussrate von ca. 3 ml/min. Nach Zentrifugation (20 min, 12.000 x g,
4°C; Zentrifuge Modell RC5B, Rotor SS34, Fa. Sorvall® DuPont, Bad Homburg) wurde das
Sediment in 20 ml Lyse-Puffer resuspendiert und die Suspension fiir 60 min bei 37°C unter
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Schiitteln inkubiert. Nach Ultrazentrifugation (60 min, 100.000 x g, 4°C, Ultrazentrifuge L8-
55, Rotor Ti 75, Fa. Beckman, Miinchen) wurde der Uberstand gewonnen und bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1  DNS-Praparation

Plasmid-DNS. Die Plasmid-DNS wurde nach der Methode von Kado and Liu (1981)
gewonnen. Nach Standardanzucht der zu untersuchenden Bakterien wurden 1,5 ml der
Suspension in ein Reaktionsgefall Uberfihrt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde
zentrifugiert (4 min, 12.000 x g). Das Sediment wurde in 20 yl TE-Puffer-2 resuspendiert, mit
100 ul Lysepuffer versetzt und fir 25 min bei 58°C inkubiert. Das Lysat wurde mit 100 pl
frisch angesetzter Phenol-Chloroform-Lésung (v/v) versetzt, gut gemischt und fir 15 min bei
16.000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurden 90 ul vom Uberstand in ein frisches
Reaktionsgefald uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Genomische DNS. 50 pl einer Bakterienkultur nach Standardanzucht wurden mit 100 pl A.
dest. versetzt und fur 10 min bei 100°C inkubiert. Der Uberstand wurde in der pET-PCR
(Kapitel 3.3.4) eingesetzt.

3.3.2 Bestimmung der DNS-Konzentration

Die DNS-Konzentration wurde durch photometrische Messung bei 260 und 320 nm bestimmt
(DU® 640 Spectrophotometer, Fa. Beckman, Frankfurt). Dazu wurde folgende Formel
eingesetzt:

DNS-Konzentration (ug/ml) = (OD 260nm — OD320nm) X 50 x Verdlinnung

3.3.3 DNS-Aufreinigung

Natriumperchlorat-Fillung. PCR-Amplifikate wurden mit 1 M NaClO, und Isopropanol im
Verhaltnis 1:1:1 [v/v/v] gemischt und zentrifugiert (20 min, 20.000 x g, RT). Das DNS-haltige
Sediment wurde in 100 pl eiskaltem Ethanol (70 %) resuspendiert und nach erneuter
Zentrifugation (5 min, 20.000 x g, RT) das Sediment unter Vakuum getrocknet. Die DNS
wurde in 10 yl A. dest. aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Ethanol-Fdllung. Zu 20 yl PCR-Amplifikat wurden 80 yl A.dest., 11 pul einer 3 M
Natriumacetat Lésung (pH 7,0) und 300 pl 99 % iges Ethanol gegeben. Die Lésung wurde
gut gemischt und fir 30 min bei 15.800 x g zentrifugiert. Das DNS-haltige Sediment wurde in
300 pl 70 % igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert (5 min, 15.800 x g, RT) und unter
Vakuum getrocknet. SchlieBlich wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei
-70°C gelagert.
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3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PET-PCR. Ein 20 pl-Reaktionsansatz enthielt 1 x Tfl-PCR-Puffer (Fa. Biozym Diagnostik
GmbH, Hessisch Oldendorf), 0,25 U Tfl-Polymerase, Primer (pET-A, pET-B) in einer End-
konzentration von 1 uM und Nukleotide in einer Endkonzentration von 200 uM je Nukleotid.
Als Matrize wurden 5 pl einer frisch hergestellten Genom-DNS-Lésung dem Reaktionsansatz
zugegeben.

ECW 1-2 PCR. Das Reaktionsgemisch dieser PCR entsprach bis auf die folgenden Anderun-
gen dem der pET-PCR: Primer (ECW 1, ECW 2) in einer Endkonzentration von 0,625 ng und
Nukleotide in einer Endkonzentration von 50 pM je Nukleotid. Es wurden ca. 10°
Bakterienzellen dazugegeben.

Bosworth-PCR. Die PCR wurde nach dem Prinzip der Multiplex-PCR durchgefihrt. Der
30 pl-Reaktionsansatz enthielt, 1 x NH4-Mix, 2 mM MgCl,, 0,9 U PanScript DNS Polymerase
(Fa. PAN Systems GmbH, Nurnberg), 0,5 yM von jedem Primer (Tabelle 7) und 133 uM
Nukleotid. Als DNS-Probe wurden ca. 10° Bakterienzellen (suspendiert in A. dest.) zuge-
geben.

stxB2e-PCR (A + B). Der Reaktionsansatz bei dieser PCR entsprach bis auf die folgende
Anderung dem Gemisch der ECW 1-2 PCR: es wurden 0,6 uM von jedem der beiden Primer
(Tabelle 7) zugegeben.

Als Positivkontrollen dienten bei der pET-PCR die GVOs RU 244 und RU 254, bei der
ECW 1-2 PCR der E. coli-Stamm TTP-1, bei der Bosworth-PCR die E. coli-Stamme B41,
987P, E57, G7, und bei der stxB2e-PCR (A + B) der E. coli-Stamm E57 und der GVO-
Stamm BL21(DE3, pHIT-IV-24). Als Negativkontrolle wurde bei allen PCR-Verfahren A. dest.
anstelle der Bakteriensuspension eingesetzt.

Alle Reaktionsansatze wurden mit 20 pl sterilem Mineralél (Fa. Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim) Uberschichtet und die Kettenreaktion entsprechend den in der Tabelle 8
aufgeflhrten Parametern in den Thermocyclern Mastercycler 5330 (Fa. Eppendorf-Netheler-
Hinz GmbH, Hamburg) oder Perkin Elmer Cetus (Fa. Perkin Elmer, Uberlingen) durch-
gefuhrt.
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Tabelle 8 Parameter der durchgefiihrten PCR-Reaktionen
PCR-Typ Zyklus Reaktionsbedingungen Thermocycler-Typ
Denaturierung Anlagerung Verléangerung
pET 1. 94°C /9 min - - Mastercycler
2.-30. 94°C/15sec 57°C/30sec 72°C/60sec 5330
31. - - 72°C /7 min
ECW1-2 1. 94°C / 5 min - - Perkin Elmer
2.-31. 94°C /60 sec 64°C/90sec 72°C/90sec Cetus
32. - - 72°C / 5 min
Bosworth 1. 94°C / 5 min - - Perkin Elmer
2.-31. 94°C/60 sec 55°C/60sec 72°C/90sec Cetus
32. - - 72°C / 5 min
stxB2e 1. 94°C / 5 min - - Perkin Elmer
(A+B) 2.-30. 94°C/60 sec 53°C/60sec 72°C/60sec Cetus
31. - - 72°C / 5 min
3.3.5 Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von PCR-Amplifikaten und Plasmiden erfolgte in
horizontalen Flachbettgelen mit 0,5 bis 2 % Agarose (Fa. Pronadisa, Laboratorios Conda
S.A., Madrid, Spanien Uber Fa. MAGV, Rabenau-Londorf) und 0,1 ug/ml Ethidiumbromid bei
PCR-Produkten. Die Durchfihrung erfolgte bei ca. 10V pro cm Elektrodenabstand mit
1 x TAE als Laufpuffer fir ein bis 16 Stunden. Der Probenauftrag erfolgte nach Versetzen
des DNS-Gemisches mit 6 x Loading-Puffer. Als Molekulargewichtsmarker wurde die 1-Kb-
Leiter, BioLadder™ 100 (Fa. Hybaid GmbH, Heidelberg) oder der GeneRuler™ 100bp DNA
Ladder Plus (Fa. MBI Fermentas GmbH, St.Leon-Rot) mitgeflihrt. Zur GroRenbestimmung
der Plasmide wurden die Plasmide der Referenzstamme (Tabelle 4) eingesetzt. Die
Visualisierung der Plasmid-DNS erfolgte durch Einlegen der Gele in ein Ethidiumbromid-Bad
(Konzentration 1 pyg/ml, 20 min) und die anschliefiende Durchleuchtung der Gele mit UV-
Licht (320 nm, Gerat 2011 Macrovue Transluminator, Fa. LKB-Produkter AB, Bromma,
Schweden).

3.3.6  DNS-Sequenzierung

Zur DNS-Sequenzierung wurden ausschlie8lich aufgereinigte PCR-Amplifikate eingesetzt.
Dazu wurden die PCR-Amplifikate mit Natrium-Perchlorat (Kapitel 3.3.3) gefallt. Nach
Bestimmung der DNS-Konzentration (Kapitel 3.3.2) wurden in der Sequenzierungs-PCR
dann pro 100 bp zu sequenzierendes Amplifikat 7 ng DNS eingesetzt. Der 20 ul-Reaktions-
ansatz enthielt neben der DNS aufl’erdem 0,24 yM Primer und 8 ul eines Reaktions-
gemisches bestehend aus farblich markierten Nukleotiden, Polymerase und Puffer (Big
Dye™ Terminator Cycle Sequenzing Kit, Fa. Perkin EImer Applied Biosystems, Weiterstadt).
Die Kettenreaktion wurde in dem Thermocycler PCR System 9600 (Fa. Perkin Elmer Applied
Biosystems, Weiterstadt) nach folgendem Programm durchgefihrt:
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initiale Denaturierung  96°C, 2 min

Zyklus (Anzahl der Zyklen: 25)

1) Denaturierung ........cooooieiiiiiiiiee e 96°C, 10sec
2) Anlagerung der Primer ... 50°C, 5 sec
3) Verlangerung der Primer ..........cccooooiiiii 60°C, 4 min

Die so erzeugten Fragmente wurden mit einer Phenol/Chloroformextraktion sowie einer
alkoholischen Fallung (Kapitel 3.3.3) isoliert und Uber ein vertikales 6,5 % iges Polyacryla-
midgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ablesung des Bandenmusters und die
Ubersetzung in Nukleotidsequenzen erfolgte mit einem Sequenziergerat Modell 373A (Fa.
Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt).

34 Zellkulturverfahren

3.41 Kultivierung von Zellen

Die Verozellen (ATCC Nr. CRL-1587; LGC-Promochem GmbH, Wesel) wurden in Plastik-
Zellkulturflaschen (200 ml, Fa. Nunc, Wiesbaden) unter Zellkultur-Brutschrankbedingungen
(37°C, 72-96h, 5% CO,, Wasserdampfsattigung) kultiviert. Als Nahrmedium wurde
Zellkulturmedium 1 verwendet. Zum Ernten der Zellen wurden Mediumreste durch Spilen
der Flaschen mit HEPES-Puffer entfernt. Nach Zugabe von 10 ml Trypsinlésung (0,25 %)
und EDTA-Puffer erfolgte eine Inkubation fir 10 bis 15 Minuten im Brutschrank (37°C). Die
dadurch abgelésten Zellen wurden zentrifugiert (20°C, 7 min, 202 x g) und das Sediment in
5 ml Zellkulturmedium 1 resuspendiert. Ein Aliquot (20 ul) wurde 1:10 (v:v) mit Trypanblau-
Losung versetzt. Die Bestimmung der Anzahl lebender Verozellen erfolgte in einer
Neubauer-Zahlkammer. Die fir den jeweiligen Test erforderliche Zelldichte wurde durch
Zugabe von Zellkulturmedium 1 eingestellt.

3.4.2 Stx2e-Neutralisationstest

Die Bestimmung von Stx2e-neutralisierenden Antikérpern in Serumproben von Schweinen
wurde auf Verozellen nach der modifizierten Methode von Gentry and Dalrymple (1980),
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Serumproben durch Inkubation fir 30 min bei 56°C
inaktiviert und dann 1:20 (v/v) mit Zellkulturmedium 1 verdinnt. Nach Zentrifugation (7 min,
15.800 x g, RT) wurden 50 pl/Napf der Serumproben in einer 96-F-Loch-Nunclon™ D-
Mikrotiterplatte (Bestell Nr. 167008, Fa. Nunc, Wiesbaden) mit 50 pl/Napf einer Stx2e-
Lésung pipettiert und fiir 1 h bei RT prainkubiert. Danach wurden 4 x 10* Verozellen in 50 pl
Zellkulturmedium 1 pro Napf zugegeben und die Ansatze fir 96 h bei 37°C und mit 5 % iger
CO,-Spannung inkubiert. Anschlielend wurden zur Bestimmung der Vitalitat der Zellen
jedem Ansatz 125 ug MTT (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in 1 x PBS zugegeben und
die Reaktionsansatze unter Schwenken fiir 4 h bei 37°C inkubiert (Tada et al., 1986). Die
entstandenen Farbkristalle wurden dann mit 100 pl/Napf einer SDS-Lésung (10 % SDS (w/v)
in 0,01 N HCI) Gber 12 - 16 h bei 37°C und unter leichtem Schwenken geldst. Zur Prifung
wurde in dem Test eine wassrige Stx2e-Gebrauchslosung mit der Konzentration von
4 CD50/50 pl eingesetzt. Die Losung war durch Ultraschall-Lyse von Bakterien des E. coli-
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Stammes 299 hergestellt worden. Hierzu waren diese zuvor Uber Nacht unter
Standardbedingungen frisch angeziichtet und mittels Zentrifugation geerntet worden. Zur
groben Reinigung wurde das Ultraschall-Lysat zentrifugiert (100.000 x g, 4°C; 2 h) und
danach bis zur weiteren Verwendung aliquotiert bei -70°C eingefroren. Die Quantifizierung
des in dieser Lésung enthaltenen Stx2e erfolgte durch Endpunkttitration des Stx2e-
vermittelten zytotoxischen Effektes auf Verozellen.

Alle Serumproben wurden im Dreifachansatz mit bzw. ohne Stx2e getestet. Als Positivkon-
trolle wurde der Stx-neutralisierende, monoklonale Antikérper BC5 BB12 sowie SDS (1 %
(w/v) in NaCl-Lésung) verwendet. Als Negativkontrolle dienten die monoklonalen Antikorper
13C4 und 1E8 (Tabelle 5) sowie Zellkulturmedium 1. Anschlief3end erfolgte die Bestimmung
der optischen Dichte (OD) der Reaktionsansatze mit einem Plattenphotometer durch
Differenzmessung der Testwellenlange ODs4 und der Referenzwellenlange ODgg
(OD = ODsy4p - ODggy). Die absolute optische Dichte (OD,,s) der Proben und Kontrollen
erfolgte durch die Berechnung des arithmetischen Mittelwertes der Ansatze:

ODabs = [ODAnsatz 1t ODAnsatz2 + ODAnsatz 3] /3.

Die Stoffwechselaktivitdt der untersuchten Zellen wurde in Bezug zur Positiv- (ODp.s) und
Negativkontrolle (OD.e) in der jeweiligen Mikrotiterplatte angegeben. Dabei diente die
folgende Formel zur Ermittlung der relativen optischen Dichte:

ODyg [in %] = [(ODaps - ODpos) / (ODneg - ODpos)] x 100.
Der Stx2e-Neutralisationstiter eines Serums wurde dann wie folgt errechnet:
1) OD,qSerumproben - ODmonoklonaler Antikdrper 13C4 = OD, Serumprobe

2) Stx2e-Neutralisationstiter [Std.nt %] =
(OD,gSerumproben / OD,monoklonaler Antikdrpergcs sg12) X 100

Der Grenzwert fiir die Unterscheidung zwischen serologisch positiven und negativen Serum-
proben wurde bei 50 Std.nt % gesetzt.

3.5 Proteinanalytische Methoden

3.51 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in wassrigen Losungen erfolgte mit dem "Pro-
tein Assay Reagent" (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) nach der Methode von
Bradford (1976), gemal den Anweisungen des Herstellers. Die Proben wurden jeweils im
Dreifachansatz in Einmal-Plastikkiivetten (Bestell Nr. 759015, Fa. Fischer, Frankfurt) mit
dem "Protein Assay Reagent" gemischt und flr 5 min bei RT inkubiert. Die optische Dichte
des Reaktionsansatzes wurde bei 595 nm in einem Photometer Modell Uvikon® 810 (Fa.
Kontron Instruments AG, Zirich, Schweiz) bestimmt. Die Auswertung wurde anhand einer
Albumin-Standardkurve (Konzentrationsbereich von 0,035 bis 1,400 mg/ml) berechnet.



30 Material und Methoden

3.5.2 Affinititschromatografische Aufreinigung an einer Ni**-NTA-Matrix

Die Aufreinigung des rHis-StxB2e-Proteins erfolgte an einer Nickel-Chelat-Saule (Ni**-NTA-
Superflow-Matrix, Fa. Qiagen GmbH, Hilden). Dazu wurden 3 ml aufgeschittelte Superflow-
Matrix-Suspension in eine Plastiksaule luftfrei gepackt und die Saule an eine FPLC®-Anlage
(Fa. Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Schweden) angeschlossen. Die Saule
wurde dann bei einer Flussrate von 1 ml/min mit Lyse-Puffer aquilibriert. Unter Verwendung
einer Superloop-Probenauftragsschleife (Fa. Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala
Schweden) wurde das Bakterienlysat (Kapitel 3.2.5) auf die Saule gegeben. Nicht
gebundenes Protein wurde anschlieBend mit Waschpuffer entfernt bis der Durchfluss eine
ODjgonm von 0 erreicht hatte. AnschlieBend wurde das Fusionprotein mit Elutionspuffer
eluiert und in 12 Fraktionen a 2 ml aufgefangen. Fraktionen, die einen hohen Gehalt an rHis-
StxB2e enthielten, wurden zusammengefasst, aliquotiert (& 1 ml) und bis zur weiteren
Verwendung bei -70°C gelagert.

3.5.3 Tricine-SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte nach der von Schagger and von Jagow (1987),
beschriebenen Methode. Die Tricine-SDS-PAGE wurde in 4 %-igen Sammelgelen und 10 %-
igen Trenngelen unter reduzierenden Bedingungen in einer Vertikalelektrophorese-Kammer
Modell Minigel-Twin Typ G42 (Fa. Biometra GmbH, Géttingen) durchgefuhrt. Die Trenngele
hatten eine Grofle von 8,5 x 6,5 cm und eine Dicke von 1 mm. Die Proben wurden 1:1 (v/v)
mit Proteinprobenpuffer gemischt, 5 min bei 100°C aufgekocht und in die Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese wurde mit einer elektrischen Spannung von 100 V gestartet.
Nach Eintritt der Farbstofffront in das Trenngel erfolgte die Auftrennung der Proteine bei
120 V Uber 2 h (Netzgerat: Modell 3000/300 Power Supply, Fa Bio-Rad GmbH, Miinchen).
Als Molekularmassenmarker wurde der SeeBlue™ Pre-Stained Standard (Fa. Novex, San
Diego, USA) mitgefuhrt. Die Sichtbarmachung der aufgetrennten Proteinfraktionen erfolgte
mit einer Tricine-Coomassie-Farbung. Dazu wurde das Trenngel 30 min in Fixierlésung
inkubiert, in Farbeldsung 16 - 18 h gefarbt und abschlielend nicht gebundener Farbstoff
durch Entfarben in 10 % iger Essigsaure entfernt. Zur Aufbewahrung wurden die Gele auf
Gel-Blotting-Papier (GB002, Bestell Nr. 426693, Fa. Schleicher & Schuell, Dassel)
aufgezogen und unter Vakuum fur 2 h bei 80°C in einem Geltrockner Modell Gel Dryer 543
(Fa. Bio-Rad, Munchen) getrocknet.

3.6 Serologische Methoden

3.6.1 Westernblot-Verfahren

Proteintransfer. Proteine wurden mittels Tricine-SDS-PAGE aufgetrennt (Kapitel 3.5.3) und
unter Verwendung des Semi-Dry-Verfahrens auf eine Nitrozellulose-Membran (Typ Protran®
BA 85, Fa. Schleicher & Schuell, Dassel) transferiert (Burnette, 1981; Kyhse-Andersen,
1984). Dazu wurden 18 Filterpapiere (GB002, Bestell Nr. 426693, Fa. Schleicher & Schuell,
Dassel) und eine Nitrocellulose-Membran auf die GroRe des Gels zugeschnitten. Auf die
untere Graphit-Anode einer Elektroblotkammer Typ 2117 Multiphor Il Electrophoresis Unit
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(Fa. Pharmacia, Freiburg) wurden 6 in Anodenpuffer | und 3 in Anodenpuffer Il getrankte
Filterpapiere gelegt. Dann wurden die mit 1 x PBS getrankte Nitrozellulose-Membran, das
kurz in Anodenpuffer Il aquilibrierte Tricine-SDS-PAGE-Gel und die 9 mit Kathodenpuffer
getrankten Filterpapiere aufgeschichtet. Nach Einlegen der oberen Graphit-Kathode erfolgte
der Proteintransfer bei einer Stromstarke von 0,8 mA pro cm? Gel fir 90 min. Nach dem
Blotten wurde der Erfolg des Transfers durch Farben des Gels mit Tricine-Coomassie-
Farbung Gberprift. Die Membran wurde bei 4°C in 1 x PBS aufbewahrt.

Detektion der Proteine. Nach dem Blocken mit 20 ml 1 % BSA (w/v) in PBS-Tween (1 h,
RT) wurde der Blot dreimal mit 20 ml PBS-Tween (je 5 min, RT) gewaschen. Es folgte die
Zugabe der Primarantikdrper [monoklonaler Antikorper 5G10 (unverdunnt, Hybridomuber-
stand) oder Kaninchenserumproben (1:10.000 in PBS-Tween verdinnt)]. Nach der
Inkubation mit dem Primarantikérper (10 ml, 1 h, RT) wurde die Membran erneut dreimal
gewaschen und das entsprechende Konjugat (Tabelle 6) zugegeben (10 ml, verdinnt in
PBS-Tween, 1 h, RT). AnschlieRend wurde der Blot zweimal mit PBS-Tween und einmal mit
1 x PBS gewaschen. Dann wurde die Substratidsung 1 (10 ml, RT) zugegeben und die
Enzymreaktion nach deutlichem Sichtbarwerden der Banden durch Waschen mit A. dest.
gestoppt. Alle Inkubationsschritte erfolgten unter leichtem Schwenken in Kunststoffschalen.

Der Nachweis von Histidin-markierten Proteinen entsprach bis auf folgende Anderungen der
oben beschriebenen Methode: anstelle des Priméarantikérpers wurde Ni*-NTA-Meerrettich-
Peroxidase (1:2.000 in PBS-Tween verdunnt, 10 ml) zugegeben und die Membran inkubiert
(1 h, RT). AnschlieRend wurde der Blot dreimal mit 1 x PBS gewaschen (20 ml, je 5 min, RT)
und in Substratlésung 2 (10 ml, RT) inkubiert.

3.6.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (rHis-StxB2e-ELISA)

Der Nachweis von Anti-Stx2e-Antikorpern in Serumproben wurde mittels ELISA geflhrt. Als
feste Phase dienten Nunc-Immuno™ Plates (Polysorb 96-U-Platten, Bestell-Nr. 475434, Fa.
Nunc, Wiesbaden), die mit 400 ng rHis-StxB2e / 100 pl Coating-Puffer / Napf bzw. nur mit
100 ul Coating-Puffer durch Inkubation fiir 1 h bei 37°C beschichtet wurden. Es folgte das
Blocken durch Inkubation von 200 ul PBS-Tween pro Napf (1 h, 37°C). AnschlieRend wurden
die Serumproben (1:100 in PBS-Tween, 100 pl/ Napf, 90 min, 37°C) zugegeben. Alle
Serumproben wurden im Dreifachansatz sowohl in mit rHis-StxB2e beschichteten als auch
nur mit Coating-Puffer beschichteten Napfen getestet. Der Nachweis der gebundenen
Antikérper erfolgte durch die Zugabe des entsprechenden Konjugates (Tabelle 6) verdinnt
in PBS-Tween (Inkubation 1 h, 37°C). Nach allen Schritten wurden die Platten jeweils
dreimal mit 200 ul PBS-Tween fir 5 min bei RT auf einem Mikrotiterplattenschattler Modell
Titermax 100 (1.200 rpm, Fa. Heidolph, Deutschland) gewaschen. Zuletzt erfolgte die
Zugabe von 100 pl / Napf ABTS-Substratiésung (5 mg ABTS in 10 ml Substratpuffer und
Zugabe von 5pul H;0;). Die Platten wurden dann bei 37°C inkubiert, bis das
Positivkontrollserum die gewiinschte optische Dichte erreichte. Die Bestimmung der optische
Dichte erfolgte in einem Plattenphotometer (Typ Multiscan Ascent-Photometer, Fa.
Labsystems Oy, Helsinki, Finnland) bei einer Wellenlange von 405 nm.
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Fir den Null-Wert (Blank) wurden drei Napfe in den ersten vier Inkubationsschritten nur mit
100 ul PBS-Tween / Napf und dann mit ABTS-Substratldsung belegt.

Als interne Referenz wurden bei der Untersuchung von Schweineserumproben auf jeder
Platte mitgefuhrt: ein Negativkontrollserum (Serumnummer R-1382/00), welches in Vorver-
suchen einen niedrigen Antikorpertiter gegen das rHis-StxB2e-Antigen gezeigt hatte, sowie
ein Positivkontrollserum, welches durch Mischen zweier hochtitrigen Serumproben
[Verhaltnis 1:1 (v/v)] von zwei Schweinen, die an Odemkrankheit erkrankt waren, hergestellt
worden war. Die Auswertung der Platten erfolgte, wenn das Positivkontrollserum eine OD 495
zwischen 1,3 und 1,4 erreicht hatte.

Bei der Untersuchung von Kaninchenserumproben wurde ein Positivkontrollserum (Serum-
nummer R-1368/00), welches in dem Immunisierungsversuch Nr. 1 gewonnen worden war,
mitgefuhrt.

Der Serum-IgG-Titer [Std. %] von Schweineserumproben wurde wie folgt errechnet:

1. Blankabzug:

ODSerum xy — ODBIank = ODSerum‘xy
2. Arithmetische Mittelwerte der Messwerte:

ODserumxy j€ Dreifachansatz berechnen (Mittelwert 1 serym xy)-
3. Interassay-Standardisierung:

Mittelwert 1 serum xy X (1,3/Mittelwert posko) = Mittelwert 2 serum xy
4. Abzug Hintergrund-Bindung:

Mittelwert 2 serum xy+ag — Mittelwert 2 serym xy-ag = Mittelwert 3 serum xy
5. Abzug 50 % Negativkontrollserum:

Mittelwert 3 serum xy — (Mittelwert 3 negko X 0,5) = Mittelwert 4 serum xy
6. Titerberechnung als % vom Positivkontrollserum:

(Mittelwert 4 serum xy/Mittelwert 4 ;osx0) X 100 = Titer [Std. %]

Der Serum-IgG-Titer [Std. %] von Kaninchenserumproben wurde wie folgt errechnet:

Titer in Reaktion [%] zum Standard-Positivkontrollserum:
Serum-IgG-Titer [Std. %] = (Mittelwert serumxy/Mittelwertposko) X 100

Die Grenzwerte fiir die serologische Einteilung im rHis-StxB2e-ELISA sind in der Tabelle 14
aufgelistet.

3.7 Immunisierungsverfahren

Tiere. Die fur die Tierexperimente verwendeten Kaninchen und Ferkel sind im Kapitel 3.1.4
aufgefthrt.

Impfplane. Mit dem rHis-StxB2e-Antigen wurden insgesamt drei Immunisierungsversuche
an Kaninchen und Schweinen unternommen. Die Einteilung der verschiedenen Tiergruppen,
die eingesetzten Impfstoffe sowie die Termine flr die Immunisierungen und Blutentnahmen
sind in Tabelle 9 und Tabelle 10 aufgelistet.
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3.8 Datenhaltung und Auswertung

3.8.1 Bilddokumentation

Fur die Dokumentation der Elektropherogramme und Western- bzw. Immunoblots wurde das
Gel-Dokumentationssystem Modell Easy Image Plus, Rev. 4.16 (Fa. Herolab GmbH,
Wiesloch) verwendet.

3.8.2 Auswertung von DNS-Sequenzdaten

Zur Ermittlung der DNS-Sequenzen wurde das Programm LASERGENE 2000® (Firma
DNASTAR Inc., Madison, USA) verwendet.

3.8.3  Statistische Auswertung

Die Haltung sowie die statistische Auswertung der Daten erfolgte anhand der Programme
WinBIiAS fur Windows (Version 7.02, Ackerman, 1999) und SPSS for Windows (SPSS Inc,
lllinois, USA, Version 10.0). Die graphischen Abbildungen wurden mit dem Programmpaket
Microsoft® Office 97 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) erstellt.

Zur Beschreibung quantitativer Merkmale wurden arithmetische Mittelwerte, Standard-
abweichungen, Minima, Maxima, Median, Extremwerte und Stichprobenumfange berechnet.
Die Messwerte in dem rHis-StxB2e-ELISA flir Schweineserumproben waren rechtsschief
verteilt. Deswegen wurden die statistischen Auswertungen mit logarithmisch transformierten
Titerwerten (Log1o) berechnet. Fur die Auswertung betriebsspezifischer Parameter wurde der
innerbetriebliche StxB2e-Titer als arithmetischer Mittelwert der Logqo-Serum-lgG-StxB2e-
Titer von alle Tieren eines Betriebs bestimmt.

Einflisse qualitativer Faktoren auf ndherungsweise normalverteilte Merkmale wurden mit der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) gepruft, bei zwei Gruppen wurde der Student t-Test
angewendet. Fir die Uberprifung auf Korrelationen bei quantitativen Merkmalen wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) verwendet, lag dagegen keine zweidimensional
Normalverteilung vor, wurde stattdessen der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs)
berechnet. Fur die Untersuchung des potentiellen Einflusses von mehreren Betriebspara-
metern auf den StxB2e-Titer wurde unter Ausschluss von Wechselwirkungen eine multiple,
schrittweise Kovarianzanalyse (ANCOVA) durchgeflihrt.



Material und Methoden

34

(¥Z-AI-LIHd ‘€3Q) 12719 sewwe)s-/joo " sap jesA|||ozusuepieq = 729 ‘bunsgjz|jesyooy ayosibojoisAyd = ogqaseld
‘sueAn(py seyospunald saps|dwodul = Y41 ‘9zgx1S-SiHJ seibluiaiabine yosielbojewoiyousines = aggxjs-siH4 :buniajneliy

LL76Y L2 70 6 L2 "0 brig'gle uejnjqns €H 1z9 ¢ S
LL76Y L2 70 6 L2 "0 brig'gle uejnyqns V4! 1z9 ¢ 14
LL76Y L2 70 6 L2 "0 bri¢'gle uejnigns  ¢Lel SI 1Z9 ¢ €
LL76v L2 0 6 L2 "0 bri¢'gle uejnygns  99¢ VSl 1Z9 ¢ 4
LL76v L2 0 6 "L "0 6o ueynjqns V4! ogade|ld ¢ L c
‘86 “¥8 "0 “9G '¥8 "0 "9G “"C¥ “8C "Vl 6rl oG 4e)soog
XA 2 TN 4 A1) ‘0 b0l Buiwud uejnjqns V4l 9gaxis-siHl | - l
(Beysuaqon) (Beysuaqon) [481] 7 6] "IN
awyeujuain|g Bunyduwiy sisopuabiuy uoneyiiddy sueanfpy uabnueydw| N addnibisl] syosnsiopn

uayouiluey| ue ayonsiaasbuniaisiunwiw| uajyniabyainp iap uejdyaz pun neginy 6 9l19qel



35

Material und Methoden

‘Bunsojziesyooy ayosibojoisAyd = ogaae|d ‘sueAnlpy sayospunal4 sepsidwoul = ¥4I (¥2-Al-LIHd

‘©3Q) 1219 sewwesS-joo "3 sap jesA||[ozusuepeqg = 179 0z2gx1S-siHJ saibiuiaiebine yosyeibojewolyouanes = azgxis-siH4 :Buniajnepy

‘82 6r €0l vl 92gXiS-SIHJ
'9G "2 “8Z "0 0 brl 6z¢ Jejnysnuwesul 99¢ VSl 1z 9 8
'8¢ 6r €01 v 9Zgx1S-SIH4
‘96 "¢ "82 "0 0 bri ¢ol Jegmysnuwesjul 99¢ VSI 9zaxiS-siHI ¢ L
'9G “Z¥ “8Z 0 '8¢ 0 brio Je|nysnwenul V4! ogadeld ¥ 9
'9G "¢ “8Z "0 ‘82 0 bri g0l Je|nysnuwesjul V4l 9ZaxiS-siHI ¢ S
'9G "2 82 "0 82 0 brl 6z¢ Jejmysnuwesjul 99¢ VSI zd € 14
'9G “Z¥ “8Z 0 '8¢ 0 brl 6z¢ Je|nysnwenul €-TH z9 v €
'9G “2v “8Z 0 ‘82 0 Bri g0l Jejnysnwequl 99¢ VSl 9¢dXIS-SIHI G Z
'9G “¢¥ “8Z "0 ‘82 "0 Bri g0l Jejnysnwequl €-H 9ZaxiS-siHl v I €
(Beysuaqo) (Beysuaqgo) [4811 / 6r] "IN
awyeujuain|g Bunjdw] sisopuabiuy uoneyiiddy sueanlpy uabniueydw] N oaddniubial] syosnsiap

ujayIa4 ue ayonsiaAsbBuniaisiunww] ualynyabyainp Jap uejdyaz pun neginy

0l ®l13qeL



36 Ergebnisse

4 ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung von porcinen Escherichia coli-Feldisolaten

Im Hinblick auf die Eignung der rekombinanten B-Untereinheit von Stx2e als Fangantigen fur
die serologische Diagnostik sollten Shigatoxin-bildende E. coli-Feldisolate von Schweinen
aus Deutschland auf Virulenzfaktoren, welche fiir Odemkrankheitserreger typisch sind,
geprift werden. Mit einem PCR-Vorauswahl-Verfahren wurden von 1.428 E. coli-Isolaten von
975 Schweinen aus 323 Betrieben, insgesamt 164 Isolate (11,5 %) von 152 Schweinen
(15,6 %) aus 53 Betrieben (16,4 %) identifiziert, die ein Shigatoxin der Gruppe 2 kodierten
(STEC-2). Von den 164 STEC-2-Isolaten waren 89 zwischen 2000 und 2002 in der
bakteriologischen Diagnostik des Instituts fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere
isoliert worden. 75 E. coli-Isolate waren im Zeitraum von 1997 bis 1998 im Rahmen der
Bestandsbetreuung durch den Schweinegesundheitsdienst der Klinik fir Wiederkauer und
Schweine der Justus-Liebig-Universitat Gieen isoliert worden.

Mittels PCR wurden alle 164 STEC-2-Isolate auf das Vorkommen von Genen fur Toxine
(Shigatoxin Typ 2e und E. coli-Enterotoxine LT-I, ST-Ip und ST-Il) und Fimbrien (F4-, F5-,
F6-, F18- und F41), sowie das eae-Gen flr den Adhasionsfaktor Intimin untersucht. Durch
Objekttragerschnellagglutination sollte mit neun ausgewahlten Testseren der O-Typ der
E. coli-Isolate bestimmt werden. Und schlie3lich erfolgte durch Anzucht auf Schafblutagar
die Uberpriifung der Isolate auf Hamolyse.

Mit der stxB2e-spezifischen-PCR konnte bei allen 164 Isolaten das Gen fur den Shigatoxin-
Subtyp Stx2e identifiziert werden. Insgesamt besallen 89 (54,3 %) der Isolate E. coli-
Enterotoxingene. Am haufigsten wurde das hitzestabile E. coli-Enterotoxin ST-IlI (52,4 %)
nachgewiesen, gefolgt von dem hitzelabilen E. coli-Enterotoxin LT-l (40,9 %) und dem
hitzestabilen E. coli-Enterotoxin ST-lp (18,3 %). 2,4 % der Isolate besalden nur ein E. coli-
Enterotoxingen, dagegen hatten 46,3 % zwei und 5,5 % sogar drei E. coli-Enterotoxingene.
Bei 146 Isolaten (89,0 %) konnte das fedA-Gen, das fur die Hauptstrukturuntereinheit der
F18-Fimbrien kodiert, nachgewiesen werden. Kein Isolat besall eines der anderen
untersuchten Fimbriengene oder das eae-Gen.

Mit den neun Testseren konnte bei 139 Isolaten (84,8 %) der O-Typ bestimmt werden
(Tabelle 11). 25 Isolate (15,2 %) waren nicht typisierbar, da sie mit keinem oder zwei und
mehr der verwendeten Testseren reagierten. Am haufigsten traten die O-Antigene 0141
(51,2 %), 0139 (19,5 %) und 0138 (7,9 %) auf. Isolate mit den O-Antigenen 0147 (4,3 %),
0149 (1,2 %) und O157 (0,6 %) wurden seltener identifiziert. Hdmolyse zeigten insgesamt
153 Isolate (93,3 %).

Anhand der nachgewiesenen Eigenschaften konnten 124 Isolate (75,6 %) als typische
Odemkrankheitserreger identifiziert werden; diese EDEC-Isolate besalen Gene fiir Stx2e
sowie flr F18-Fimbrien. AuRerdem konnten diese Isolate den O-Gruppen 0138 (8,1 %),
0139 (25,0 %) oder O141 (66,9 %) zugeordnet werden. Zusatzlich wiesen alle Isolate einen
hamolytischen Phanotyp auf, mit Ausnahme eines einzigen anhamolytischen Isolates
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(Tabelle 11). Uber die Halfte der EDEC-Isolate (68,5 %) besalRen zusatzlich Gene fiir E. coli-
Enterotoxine des Typs LT-Il, ST-Ip und/oder ST-II.
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4.2 Etablierung und Evaluierung des rHis-StxB2e-ELISA

4.2.1 Identitatspriifung des E. coli-Stammes BL21(DE3, pHIT-IV-24)

Um von Beginn an sicherzustellen, dass mit dem richtigen Antigenmaterial gearbeitet wurde,
wurde der gentechnisch veranderte E. coli-Stamm BL21(DE3, pHIT-IV-24) aus der Stamm-
sammlung des Instituts fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere unter selektiven
Bedingungen angeziichtet. Die Identitdt des Stammes wurde schrittweise durch Erstellung
des Plasmidprofiles, PCR-Analyse und DNS-Sequenzierung Uberprtift.

Bei der Analyse des Plasmidprofils des Stammes BL21(DE3, pHIT-1V-24) wurde ein Plasmid
mit einer molekularen Masse von 8,6 MDa nachgewiesen, das somit mit der zuvor
errechneten GroRe von 8,8 MDa weitgehend Ubereinstimmte. Mittels PCR mit den die
Klonierungszone umgreifenden Primern pET-A und pET-B konnte zudem ein spezifisches
Amplifikat von ca. 440 bp erzeugt werden, dass ebenfalls mit der errechneten Gréle von
438 bp gut Ubereinstimmte. Zur endglltigen Abklarung der Identitat des BL21(DE3, pHIT-IV-
24)-Stammes wurde die Nukleotidsequenz des gentechnisch eingefligten stxB2e-Fragments
analysiert. Hierbei zeigte sich, dass das stxB2e-Gen ohne die eigene Signalpeptidsequenz
passgenau in den Expressions-Leserahmen des pET15b-Vektors ligiert worden war. Durch
die Ligation Uber die Restriktionsschnittstelle Ndel war am 5'-Ende des stxB2e-Gens eine
57 bp lange, einen Histidin-Marker kodierende Nukleotidsequenz eingefigt worden. Am 3'-
Ende waren durch die Restriktion mit BamHI| das eigentliche Stopcodon zerstoért und an
dessen Stelle 9 zusatzliche Nukleotide eingefligt worden. Die Nukleotidsequenz von stxB2e
stimmte vollstdndig mit der bereits verdffentlichten stxB2e-Nukleotidsequenz des E. coli-
Stammes S1191 Uberein (Abbildung 1; Weinstein et al.,, 1988, Genbank, Datenbank-
Eintrag M21534).
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pHIT-IV-24
M21534
rHis-StxB2e

pHIT-IV-24
M21534
rHis-StxB2e

pHIT-1V-24
M21534
rHis-StxB2e

pHIT-1V-24
M21534
rHis-StxB2e

pHIT-1V-24
M21534
rHis-StxB2e

pHIT-IV-24
M21534
rHis-StxB2e

Abbildung 1

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGC

M G S S H H H H H H S S G L

Ndel
GGCAGCCATatggcggattgtgctaaaggtaaaattgagttttccaagtat
————————— atggcggattgtgctaaaggtaaaattgagttttccaagtat

G S H M A D C A K G K I E F S K 'Y

aatgaggataatacctttactgtgaaggtgtcaggaagagaatactggacg
aatgaggataatacctttactgtgaaggtgtcaggaagagaatactggacg
N E D N T F T V K V S G R E Y W T

aacagatggaatttgcagccattgttacaaagtgctcagctgacagggatg
aacagatggaatttgcagccattgttacaaagtgctcagctgacagggatg
N R W N L ©Q P L L OO S A Q L T G M

actgtaacaatcatatctaatacctgcagttcaggctcaggctttgecccag
actgtaacaatcatatctaatacctgcagttcaggctcaggctttgcccag

r v rr 1 1 S N T C S S G S G F A 0
BamHI
gtgaagtttaacGGATCCGGCTGCTAA
gtgaagtttaactga-----=-=-=-----

v K F N G § G C

Nukleotidsequenzvergleich des rekombinanten stxBe-Gens im E. coli-
Transformanten BL21(DE3, pHIT-1V-24) mit dem stxB2e-Gen von E. coli
S$1191 sowie die daraus abgeleitete Aminosduresequenz des
Fusionsproteins rHis-StxB2e.

Vergleich des Inserts von BL21(DE3, pHIT-1V-24) mit der Sequenz der
stxB2e-Untereinheit von Position 1.271 bis 1.474 bp (Genbank Eintrag
M21534).

Grolibuchstaben: Anteile des pET15b-Vektors;

Fettdruck: Start- und Stopcodon;

Unterstreichungen: Restriktionsschnittstellen;

Kleinbuchstaben: inserierte stxB2e-Nukleotidsequenz;

GroRRbuchstaben in Kursiv: Aminosauresequenz des rHis-StxB2e-Proteins im
Einbuchstaben-Code
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4.2.2 Reinheitspriifung des rHis-StxB2e-Antigens

Um die Expression des Stx2e-Fusionsproteins zu Uberprifen, wurde der Stamm BL21(DE3,
pHIT-IV-24) unter Carbenicillin-Selektionsdruck angeztchtet, mit IPTG induziert und die
Zellen lysiert. Das Proteinprofil wurde mittels Tricine-PAGE und Westernblot analysiert. Nach
der gelelektrophoretischen Auftrennung des induzierten Lysates war eine dominierende
Bande von ca. 8,4 kDa sichtbar, welche mit der errechneten molekularen Masse von
10,2 kDa des rHis-StxB2e einigermalien Ubereinstimmte (Abbildung 2). Ohne die Zugabe
von IPTG war dagegen eine solche dominante Bande im Zelllysat nicht sichtbar. Die
erfolgreiche Fusion mit dem Histidin-Tag wurde durch die Detektion mit dem Konjugat Ni**-
NTA-POD, die Expression der StxB2e-spezifischen Anteile mit dem StxB2e-spezifischen
monoklonalen Antikérper 5G10 im Westernblot bestatigt (Abbildung 3).

[kDa] M 1 2

210 -

78 -
55 - -

45 - e
34 -

23 -
16 -

s 4 rHis-StxB2e

4-

Abbildung 2 Proteinprofil des E. coli BL21(DE3, pHIT-IV-24)-Stammes mit und ohne
IPTG-Induktion.
(10 % iges Tricine-SDS-Polyacrylamid-Gel, Coomassie-Brillant-Blau-
Farbung, Probenauftrag entspricht 200 ul der Bakterienkultur).
Spur 1: Bakterienzelllysat vor Induktion;
Spur 2: Bakterienzelllysat 5 h nach Induktion mit IPTG;
M = Molekularmassenstandard SeeBlue™ Pre-Stained Standards;
P : rHis-StxB2e.
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A B
[kDa] M 1 [kDa] M 1
210 - 210 -
78 ~ | _— _
55 -! — . ;2
45 -. H
34 45-
[ — 34
23 - ‘-h;_‘ — )
16 -| -, 23 -
| ' 16 -
7 ‘\- < - -—
4 -

| 4-

Abbildung 3 Nachweis von rHis-StxB2e mit Ni?*-NTA-POD bzw. dem monoklonalen
Antikorper 5G10 mittels Westernblot.
(Westernblot von Proteinprofilen des induzierten BL21(DE3, pHIT-IV-24)-
Stammes nach Auftrennung in 10 %-igem Tricine-SDS-Polyacrylamid-Gel).

A: Detektion mit Ni**-NTA-POD;

B: Detektion mit dem monoklonalen Antikérper 5G10;

1: Bakterienzelllysat des BL21(DE3, pHIT-1V-24) nach 5 h Induktion
(Probenauftrag entspricht 200 pl der Bakterienkultur);
Molekularmassenstandard SeeBlue™ Pre-Stained Standards;
rHis-StxB2e.

vs

Um rHis-StxB2e als Fangantigen fir den rHis-StxB2e-ELISA sowie zur Immunisierung von
Kaninchen und Schweinen in moglichst reiner Form zu verwenden, wurde das Fusions-
protein anhand des genetisch eingeflihrten Histidin-Markers affinitatschromatographisch an
einer Ni**-NTA-Matrix aufgereinigt. Nach Analyse der einzelnen Fraktionen der Aufreinigung
zeigte sich, dass rHis-StxB2e mit dem gewahlten Verfahren hochgradig rein aus dem
Bakterienzelllysat gewonnen werden konnte (Abbildung 4). Die Ausbeute lag bei
durchschnittlich 4 mg rHis-StxB2e je Liter Bouillonkultur (von 1,8 mg bis 5,5 mg).
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[kDa] M 1 2 3 4 5 6 [kDa] M 7

210 - 210 -

78_ 78'

55 | 55 -

45 - — — — 4o

34 - 34-

3. 23 -

16_ . : 16'
7 - . ey | 7 - <
4- 4-

Abbildung 4 Exemplarische Darstellung der Aufreinigung von rHis-StxB2e an einer
Ni?*-NTA-Matrix, sowie des im ELISA verwendeten Fangantigens.
(10 %-iges Tricine-SDS-Polyacrylamid-Gel, Coomassie-Brillant-Blau-
Farbung, Probenauftrag jeweils 10 pl der entsprechenden Fraktion).

Spur 1: E. coli BL21(DES, pHIT-1V-24) 5 h nach Induktion mit IPTG und
Zellaufschlufd mittels French-Presse;

Spuren 2 und 3: Probendurchlaufe wahrend der Beladung der Ni?*-NTA-
Matrix;

Spuren 4, 5 und 6: verschiedene Waschfraktionen (pH 7,0);

Spur 7: Eluatfraktion (pH 3,0);
entspricht dem im ELISA eingesetzten Fangantigen;

M: Molekularmassenstandard SeeBlue™ Pre-Stained Standards;

»>: rHis-StxB2e.

4.2.3 Intra- und Interassayprazision

Fur den rHis-StxB2e-ELISA wurde das im Kapitel 3.6.2 aufgefihrte Standardprotokoll
entworfen. Um Aussagen Uber die Qualitat des ELISA-Standardprotokolls treffen zu kénnen,
wurden die Intra- und Interassayprazision des ELISAs bestimmt. Zudem standen polyklonale
Schweinehyperimmunseren zur Verfugung, die Stx2e neutralisierende Aktivitdt im Stx2e-
Neutralisationstest aufwiesen, mit denen die Sensitivitat des rHis-StxB2e-ELISAs Uberpruft
wurde. Letztendlich wurden Grenzwerte fur eine diagnostische Beurteilung der Serumproben
festgelegt.

Um die Varianz der Ergebnisse im rHis-StxB2e-ELISA innerhalb eines einzigen Testansat-
zes zu Uberprifen, wurde die Intraassayprazision bestimmt. In Vorversuchen waren hierfir
drei hoch-, zwei mittel- und flnf niedrigtitrige Serumproben ausgewahlt worden. Diese Seren
wurden jeweils zehnmal im Dreifachansatz auf einer Mikrotiterplatte getestet. In der
Tabelle 12 sind die hierbei erhaltenen arithmetischen Mittelwerte, Standardabweichungen
und Variationskoeffizienten aufgefuhrt. Um die Reproduzierbarkeit der ELISA-Ergebnisse zu
gewahrleisten, sollte der Variationskoeffizient unter 20 % liegen (Spencer and Nicoloff,
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1990). Dies war bei neun der zehn getesteten Serumproben auch der Fall, die niedrigtitrige
Serumprobe Il 41 lag mit einem Variationskoeffizient von 22,0 % knapp Uber dieser Grenze.

Um die Varianz der rHis-StxB2e-ELISA-Ergebnisse zwischen verschiedenen Testzeitpunkten
zu Uberprifen (Interassayprazision), wurden die bereits zur Bestimmung der Intraassay-
prazision verwendeten Serumproben jeweils im Dreifachansatz an 10 verschiedenen Tagen
bearbeitet. Wie in der Tabelle 13 dargestellt, lag der Variationskoeffizient bei 5 der
getesteten Serumproben unter 20 %. Bei den dbrigen finf Serumproben lag der
Variationskoeffizient allerdings Uber 20 %. Hierbei handelte es sich einerseits um vier
besonders niedrigtitrige Serumproben, deren Variationskoeffizienten mit 23,3 bis 70,9 % die
0.9. Grenze uberschritten. Auflerdem lag die starker (1:800) verdinnte Serumprobe "R-
1384/00" mit einem Variationskoeffizienten von 57,5 % lber dem 20 %-Grenzwert. Da hohe
Vorverdunnungen der Seren zu hohen Variationskoeffizienten fihrten, wurden die Schweine-
serumproben in den weiteren Tests ausschlieBlich in einer Verdinnung von 1:100 getestet.

Tabelle 12  Ergebnisse zur Bestimmung der Intraassaypréazision des rHis-StxB2e-
ELISA.
(10-malige Testwiederholung in einer Mikrotiterplatte)

Titer im Serumprobe Titer [Std. %] Variationskoeffizient
Vorversuch Mittelwert ~Standardabweichung [%]
[Std. %]
> 44 IV 32 11,1 3,6 3,3
> 44 Pool " 99,3 3,8 3,8
> 44 IV 21 97,1 3,1 3,2
26 - 44 R-1376/00 27,7 3,8 13,5
<17 R-1383/00 13,2 1,5 11,7
<17 1136 9,8 1,2 12,5
<17 R-1384/00 ? 8,5 1,3 15,7
<17 R-1382/00 8,0 0,7 8,8
<17 1142 4,3 0,7 16,6
<17 Il41 3,2 0,7 22,0

Erlauterung: " Gemisch aus den Schweineserumproben IV 56 und IV 142 (Verhéltnis 1:1);
%) R-1384/00 Serumverdiinnung in Verhaltnis 1:800.
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Tabelle 13  Ergebnisse zur Bestimmung der Interassayprazision des rHis-StxB2e-
ELISA.
(10-malige Testwiederholung an 10 verschiedenen Tagen)

Titer im Serumprobe Titer [Std. %] Variationskoeffizient
V([)Q;g.riz]ch Mittelwert ~ Standardabweichung [%]
> 44 IV 32 115,6 8,6 7.4
> 44 Pool ! 100,0 1,9 1,9
> 44 IV 21 107,1 5,2 4,8
26 - 44 R-1376/00 26,4 3,8 14,4
<17 R-1383/00 12,7 1,2 9,6
<17 11l 136 12,4 2,9 23,3
<17 R-1384/00 2 15,7 9,0 57,5
<17 R-1382/00 9,6 2,2 22,5
<17 Il 42 7,5 2,6 34,5
<17 1l 41 2,8 2,0 70,9

Erlduterung: " Gemisch aus den Schweineserumproben IV 56 und IV 142 (Verhaltnis 1:1);
?) R-1384/00 Serumverdiinnung in Verhaltnis 1:800.

4.2.4 Berechnung von Grenzwerten (Cut-Off)

Um die Ergebnisse der ELISA-Untersuchung der Serumproben einteilen zu kénnen, wurden
Grenzwerte festgelegt. Hierzu wurden 136 Serumproben von 3,5 bis 5,5 Wochen alten
Ferkeln eine Woche vor dem Absetztermin eingesetzt. Anhand der Daten aus fruheren
Untersuchungen wurde erwartet, dass diese Tiere im rHis-StxB2e-ELISA negativ reagieren
wirden (Lege, 2003). Von den 136 Serumproben stammten 106 Proben aus vier unter-
schiedlichen hessischen Betrieben, in denen in den letzten drei Jahren bzw. aktuell vor der
Probenentnahme die Odemkrankheit aufgetreten war (82 Serumproben aus 3 Betrieben)
oder nicht beobachtet worden war (24 Serumproben aus 1 Betrieb). Aullerdem wurden
30 Serumproben aus einem polnischen Betrieb, in dem Odemkrankheit anhand klinischer
und bakteriologischer Befunde ausgeschlossen worden war, in die Untersuchung einbezo-
gen.

Im Mittel wurden nur sehr niedrige Titer (von 0,65 bis 12,06 Std. %) bei den Ferkeln
nachgewiesen, und zwar unabhangig von dem jeweiligen Vorbericht aus dem Betrieb in
Bezug auf Odemkrankheitsfalle der letzten drei Jahre. Der aus allen Einzelwerten der 136
getesteten Ferkelproben gebildete Mittelwert "MWyontronseren” betrug 8,27 Std. %, die
Standardabweichung "Stabwngentroiseren” 8,78 Std. %. Diese beiden Werte wurden dann zur
Berechnung von Grenzwerten fiir die serologische Eingruppierung der Proben verwendet
(Tabelle 14).
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Tabelle 14  Grenzwerte fur die serologische Einteilung im rHis-StxB2e-ELISA.

Anti-Stx2e Serum-lgG-Titer

Grenzen [Std. %] serologischer Befund
MW ontroliseren + 1 X StabWnontroliseren <17,00 negativ

MW kontroliseren + 2 X StabWnontroliseren 17,01 - 26,00 fraglich

MW ontroliseren + 4 X StabWn kontroliseren 26,01 - 44,00 mittelgradig positiv
MW kontroliseren + 4 X StabWnontroliseren >44,01 hochgradig positiv

Erlauterung: MWgontronseren: arithmetischer Mittelwert der 136 Kontrollseren;
Stabwnontronseren: Standardabweichung der 136 Kontrollseren.

4.2.5 Prifung des rHis-StxB2e-ELISA an Serumproben von geimpften Schweinen

Anhand von sieben Stx2e-neutralisierenden Schweinehyperimmunserumproben sollte die
Bindung von Stx2e-spezifischen Antikérpern an das Fangantigen rHis-StxB2e Uberpruft
werden. Die Serumproben stammten von Schweinen, die wiederholt mit Formaldehyd-inakti-
vierten Kulturiberstdnden von Stx2e-produzierenden E. coli immunisiert worden waren
(Alexa et al., 1998).

Wie in der Abbildung 5 zu sehen ist, besalien alle diese Serumproben hohe Titer von 52,81
bis 178,92 Std. % und waren demnach als hoch positiv einzustufen.

4.3 Antigenitat und Immunogenitat von rHis-StxB2e

Im Hinblick auf die Verwendung von rHis-StxB2e als Vakzin wurde die Fahigkeit des
Fusionsproteins, Stx2e-spezifische polyklonale IgG-Antikérper zu induzieren, in drei
Immunisierungsversuchen an Kaninchen und Schweinen gepruft. In den verschiedenen
Versuchen wurden insbesondere die Parameter Antigenkonzentration, Aufreinigungsgrad
des rekombinanten StxB2e sowie Art und Konzentration des Adjuvans variiert.
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Serum-lgG-Titer

[Std. %]
200 _ —
150 . —
100 i o
—1
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R-2475/02 R-2476/02 R-2478/02 R-2480/02 R-2479/02 R-2481/02 R-2477/02
Schweineserumproben

Abbildung 5 Nachweis von Anti-StxB2e-IgG im Serum von mit Stx2e immunisierten
Schweinen mittels ELISA.
Serum-IgG-Titer [Std. %] im rHis-StxB2e-ELISA;
Serumverdinnung 1:100; Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3
Messungen.

4.3.1 Herstellung eines Hyperimmunserums gegen rHis-StxB2e im Kaninchen
(Immunisierungsversuch Nr. 1)

Das affinitdtschromatographisch aufgereinigte rHis-StxB2e-Impfantigen wurde mit inkomplet-
tem Freundschen Adjuvans versetzt und mehrmals an ein Kaninchen subkutan verimpft.
Unmittelbar vor der ersten und jeweils 14 Tage nach den Impfungen wurden dem Kaninchen
Blutproben entnommen. Die Serumproben wurden im rHis-StxB2e-ELISA auf spezifische
Antikérper untersucht. Mit dem Stx2e-Neutralisationstest wurde auRerdem Uberprift, ob in
der Serumprobe nach der 7. Immunisierung Stx2e-neutralisierende Antikérper vorhanden
waren.

Bereits nach der 2. Immunisierung konnte ein Anstieg des StxB2e-Serum-lg-Titers
nachgewiesen werden (Abbildung 6). In jeder anschlieRend enthommen Serumprobe wurde
stets ein hoherer Titer als in den vorherigen Proben ermittelt. Das in diesem Immunisierungs-
versuch  erzeugte rHis-StxB2e-Kaninchen-Hyperimmunserum  wurde im  Stx2e-
Neutralisationstest zudem untersucht, ob die durch rHis-StxB2e induzierten IgG-Antikdrper in
der Lage waren, die fur Verozellen zytotoxische Wirkung zu neutralisieren. Nach 96-
stiindigem Co-Inkubation der Verozellen mit Stx2e und dem Serum betrug jedoch der Anteil
lebender Verozellen nur 10 %, so dass gefolgert werden musste, dass durch die im ELISA
nachgewiesenen StxB2e-spezifischen Immunglobuline keine Stx2e-Neutralisation erfolgte.
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Abbildung 6 Humorale Immunantwort beim Kaninchen auf Impfung und Boostern
mit rHis-StxB2e-Vakzin.
Serum-Ig-Titer im rHis-StxB2e-ELISA, Immunisierungsversuch Nr. 1;
Arithmetischer Mittelwert aus jeweils 2 Testansatzen;
Serumverdinnung 1:800

4.3.2 Immunogenitat von rHis-StxB2e bei Kaninchen (Immunisierungsversuch Nr. 2)

Um den Einfluss verschiedener Adjuvantien auf die Bildung Stx2e-spezifischer Antikérper zu
testen, wurden insgesamt acht Kaninchen mit dem selben Impfantigen aber verschiedenen
Adjuvansformulierungen behandelt. Als Impfantigen diente ein Bakterienzelllysat des E. coli-
Stammes BL21(DES3, pHIT-IV-24). Als Adjuvantien wurden verwendet: ISA 266, IMS 1313,
inkomplettes Freundsches Adjuvans und HL-3. Zwei weitere Kaninchen dienten als Kontroll-
gruppe. Diesen Tieren wurde an den Impfterminen jeweils physiologische Kochsalzlésung
vermischt mit inkomplettem Freundschen Adjuvans appliziert. Unmittelbar vor und 21 Tage
nach der 1. Immunisierung, sowie jeweils 28 Tage nach der 2. und 3. Immunisierung wurden
den Kaninchen Blutproben entnommen bzw. die Seren gewonnen. Deren Untersuchung auf
Stx2e-spezifische Antikorper erfolgte mittels rHis-StxB2e-ELISA und Stx2e-Neutralisations-
test.

Die mit Bakterienzelllysat und inkomplettem Freundschen Adjuvans immunisierten
Kaninchen wiesen nach der 1. und den nachfolgenden Immunisierungen im Mittel stets die
héchsten rHis-StxB2e-Titerwerte auf. In der Abbildung 7 sind die rHis-StxB2e-Titerwerte als
eine reine Datenbeschreibung mit Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. Die im
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Mittel niedrigsten Titerwerte nach der 1. und 2. Immunisierung wies die Gruppe derjenigen
Kaninchen auf, denen das rekombinante Protein mit ISA 266 appliziert worden war, und
nach der 3. Immunisierung die Gruppe der Tiere, denen rHis-StxB2e mit IMS 1313
verabreicht worden war. Bei den Kontrolltieren wurde zu keinem Zeitpunkt des Versuches
ein Anstieg der spezifischen Antikérpertiter beobachtet. Im explorativen paarweisen
Vergleich (Student’s t-Test) zeigte sich, dass nach der 3. Immunisierung der mittlere Titer der
mit rHis-StxB2e und inkomplettem Freundschen Adjuvans immunisierten Kaninchen
signifikant hoher war, als der mittlere Titer der mit rHis-StxB2e und ISA 266 (p = 0,039) bzw.
IMS 1313 (p = 0,026) immunisierten Tiere. Auch war der mittlere Titer der Kaninchen, die
rHis-StxB2e und HL-3 appliziert bekommen hatten, signifikant hoher als der mittlere Titer
derjenigen Kaninchen, denen rHis-StxB2e und IMS 1313 appliziert worden war (p = 0,05).

Die Uberpriifung der Serum-Ig-Antikdrper auf ihre Fahigkeit, Stx2e zu neutralisieren, erfolgte
im Stx2e-Neutralisationstest (Abbildung 8). In diesem Versuch konnte die nach der 3. Im-
munisierung mit rHis-StxB2e und HL-3 von einem Kaninchen entnommen Serumprobe die
zytotoxische Wirkung von Stx2e neutralisieren (88,4 % BC5 BB12). Bei keinem der Ubrigen
Kaninchen wurden Stx2e-neutralisierende Antikdrper nachgewiesen.

Serum-Ig-Titer [Std. %]

120
Blutentnahme
100 - B vor 1. Impfung
B 21 Tage nach 1. Impfung
O 28 Tage nach 2. Impfung
80 || U 28 Tage nach 3. Impfung I

40 i
. il
-20 T T T T
Impfantigen Placebo BZL BZL BZL BZL
+ Adjuvans  +iFA + ISA 266 +IMS 1313 +iFA + HL-3

Abbildung 7 Anti-Stx2e-Antikorper bei Kaninchen nach Impfung mit Bakterienzellly-
sat des E. coli-Stammes BL21(DE3, pHIT-IV-24) und verschiedenen
Adjuvantien.
Serum-Ig-Titer im Kaninchen rHis-StxB2e-ELISA, Immunisierungsversuch
Nr. 2. Arithmetischer Mittelwert und Standardabweichung von je zwei Tieren
fur eine alleinige Datenbeschreibung. Blutentnahme am 0., 21., 49. und 77.
Versuchstag. iFA = inkomplettes Freundsches Adjuvans,
BZL = Bakterienzelllysat des E. coli-Stammes BL21(DE3/pHIT-IV-24); Place-
bo = physiologische Kochsalzlésung.
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4.3.3 Immunogenitat von rHis-StxB2e bei Ferkeln (Immunisierungsversuch Nr. 3)

In diesem Versuch sollte die Bildung StxB2e-spezifischer Antikorper bei Ferkeln nach
Immunisierung mit rHis-StxB2e untersucht werden. Als Impfstoff wurde affinitdtschromato-
graphisch aufgereinigtes rHis-StxB2e oder Bakterienzelllysat des E. coli-Stammes
BL21(DE3, pHIT-IV-24) vermischt mit inkomplettem Freundschen Adjuvans, ISA 266 oder
HL-3 verwendet. Insgesamt 26 Ferkel wurden mit den verschiedenen Impfstoffen zweimal
intramuskular geimpft; vier weitere Ferkel dienten als Kontrollgruppe und bekamen
physiologische Kochsalzldsung mit inkomplettem Freundschen Adjuvans appliziert. Direkt
vor und 4 Wochen nach der 1. Immunisierung sowie 2 Wochen und 4 Wochen nach der 2.
Immunisierung wurden den Tieren Blutproben enthommen und die entsprechenden Seren
mittels ELISA auf StxB2e-spezifische Antikorper sowie mittels Stx2e-Neutralisationstest auf
Stx2e-neutralisierende Antikdrper untersucht.

In der Kontrollgruppe konnten wahrend des gesamten Versuchszeitraumes keine rHis-
StxB2e-spezifischen Antikdrper detektiert werden. In allen Gruppen, in denen die Ferkel mit
rHis-StxB2e geimpft worden waren, war sowohl zwei als auch vier Wochen nach der 2.
Impfung im Mittel ein signifikant hoherer Titer als in der Kontrollgruppe nachweisbar
(Abbildung 9). Einzelne Tiere in den Gruppen, in denen die Ferkel mit aufgereinigtem rHis-
StxB2e und HL-3 (Gruppe 1), bzw. ISA 266 (Gruppen 2 und 7) oder mit Bakterienzelllysat
und HL-3 (Gruppe 3) immunisiert worden waren, zeigten eine Serokonversion bereits vier
Wochen nach der 1. Impfung. Zwei Wochen nach der 2. Impfung zeigten im Mittel diejenigen
Ferkel den hochsten mittleren Titer, denen Bakterienzelllysat und ISA 266 (Gruppe 4)
appliziert worden waren. Dagegen zeigten den niedrigsten Titer diejenigen Ferkel, welche
mit rHis-StxB2e und inkomplettem Freundschen Adjuvans (Gruppe 5) immunisiert worden
waren (Gruppen-Mittelwert signifikant niedriger als jeweils die Mittelwerte der Gruppen 1, 2,
4, 7 bzw. 8; explorativer paarweiser Vergleich mit dem Student’s t-Test, p < 0,05). Auch noch
vier Wochen nach der 2. Immunisierung wiesen im Mittel von den mit rHis-StxB2e-
immunisierten Ferkeln die Tiere der Gruppe 4 den hochsten und die der Gruppe 5 den
niedrigsten Titer auf. Der Titer-Mittelwert der Gruppe 5 war zudem signifikant niedriger als
die Titer-Mittelwerte der Gruppen 2 (rHis-StxB2e und ISA 266), 4 (Bakterienzelllysat und ISA
266) und 8 (Bakterienzelllysat und ISA 266 sowie rHis-StxB2e und inkomplettes
Freundsches Adjuvans) auf. Der mittlere Titer der Ferkel der Gruppe 8 war zu diesem
Zeitpunkt auch noch signifikant hoher als der Mittelwert der Titer der Gruppen 1 (rHis-StxB2e
und HL-3) und 3 (Bakterienzelllysat und HL-3). Bei den mit aufgereinigtem rHis-StxB2e-
immunisierten Ferkeln wiesen die Tiere, denen das Antigen mit ISA 266 appliziert worden
war, im Mittel einen signifikant hdheren Titer auf als die Ferkel, bei denen HL-3 als Adjuvans
verwendet worden war.
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Um Rickschlisse auf den EinfluR des verwendeten Adjuvans bzw. des Aufreinigungsgrades
von rHis-StxB2e auf die Bildung spezifischer Antikorper ziehen zu kénnen, wurden die Tier-
gruppen nach Art des verwendeten Impfstoffes gruppiert und die Mittelwertunterschiede
mittels Student’s t-Test auf Signifikanz gepruft. Bei den mit ISA 266 immunisierten Ferkeln
wurden im Mittel signifikant hdhere Titer ermittelt als bei Ferkeln, die HL-3 als Adjuvans
erhalten hatten (p < 0,05) (Tabelle 15). Kein signifikanter Unterschied liel sich allerdings
zwischen den Gruppen feststellen, welche aufgereinigtes rHis-StxB2e oder Bakterienzelllysat
des Stammes BL21(DE3, pHIT-1V-24) erhalten hatten (p > 0,05).

Tabelle 15  StxB2e-Serum-lgG-Titer bei Ferkeln in Abhangigkeit von den verwende-
ten Adjuvantien bzw. dem rHis-StxB2e-Aufreinigungsgrad.
rHis-StxB2e-ELISA-Ergebnisse, Immunisierungsversuch Nr. 3

rHis-StxB2e-lgG-Titer
[Std. %, Mittelwert + Standardabweichung]

Serumproben
4 Wo. nach1. 2 Wo. nach2. 4 Wo. nach 2.
Ferkel-Gruppen n Impfung Impfung Impfung

Adjuvansvergleich
HL-3 Gruppen 1 und 3 8 32,3+311 167,2 £ 21,7 155,2 + 29,7
ISA 266 Gruppen 2, 7 und 8 13 11,1+224 180,1 £ 15,9 182,3+ 11,4

Vergleich des rHis-StxB2e-Aufreinigungsgrades
BZL Gruppen 3 und 4 7 25,8+ 38,1 175,8 + 25,3 172,8 + 341
rHis-StxB2e Gruppen 1,2,5und7 13 18,5+20,7 166,9 + 21,0 164,7 £ 25,4

Erlauterung: BZL = Bakterienzelllysat des E. coli-Stammes BL21(DE3, pHIT-1V-24);
iFA = inkompletes Freundsches Adjuvans; n = Anzahl immunisierter Ferkel;
rHis-StxB2e = saulenchromatografisch aufgereinigtes rHis-StxB2e.

Im Weiteren wurden die Seren der Blutproben, die vor der 1. Impfung und 28. Tage nach der
2. Impfung den Ferkeln enthommen worden waren, auf Stx2e-neutralisierende Antikdrper im
Stx2e-Neutralisationstest untersucht. In keiner der untersuchten Serumproben konnten
Stx2e-neutralisierende  Antikérper detektiert werden. Die bei den Gruppen 3
(Bakterienzelllysat und HL-3), 5 (rHis-StxB2e und inkomplettes Freundsches Adjuvans) und
6 (Kontrollgruppe) nachgewiesenen mittleren Neutralisationstiter zwischen 15,68 und 31,23
Std. nt % wurden sowohl in den vor der 1. Impfung als auch in der 4 Wochen nach der 2.
Impfung gewonnenen Antiseren detektiert (Tabelle 16).
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Tabelle 16  Stx2e-neutralisierende Antikorper in Antiseren von mit rHis-StxB2e
geimpften Ferkeln.
Ergebnisse des Stx2e-Neutralisationstests; arithmetische Mittelwerte und
Standardabweichungen vor und 28 Tage nach der zweiten Immunisierung

Stx2e-Neutralisationstiter

[Std. Nt %]

Ferkel- vor 4 Wo. nach 2.
Gruppe Impfstoff n Impfung Impfung

1 rHis-StxB2e mit HL-3 4 0,3+1,0 0,0+£0,0

2 rHis-StxB2e mit ISA 266 5 42+94 0,0+£0,0

3 BZL mit HL-3 4 23,0+ 17,2 15,7+ 13,0
4 BZL mit ISA 266 3 0,0+£0,0 0,0+0,0

5 rHis-StxB2e mit iFA 2 31,2+ 7,1 23,2+10,2
6 Placebo mit iFA 4 24,8 + 28,8 18,3 + 21,1
7 rHis-StxB2e mit ISA 266 2 0,0+ 0,0 0,0+0,0

rHis-StxB2e mit iFA

8 BZL mit ISA 266 6 0,0+ 0,0 0,0+0,0
rHis-StxB2e mit iFA

Erlauterung: BZL = Bakterienzelllysat des E. coli-Stammes BL21(DE3, pHIT-IV-24);
iFA = inkomplettes Freundsches Adjuvans; n = Anzahl immunisierter Ferkel;
rHis-StxB2e = saulenchromatografisch aufgereinigtes rHis-StxB2e.

4.4 Nachweis von Stx2e-spezifischen Antikorpern bei Zuchtsauen in Hessen

Um Aussagen beziiglich der Verbreitung und Haufigkeit des Odemkrankheitserregers in siid-
hessischen Schweinezuchtbestanden treffen zu kénnen, wurden Plasmaproben von 1.841
Zuchtsauen in insgesamt 94 Betrieben im rHis-StxB2e-ELISA untersucht.

441 Haufigkeit auf Tier- und Betriebsebenen (ELISA-Ergebnisse)

Im rHis-StxB2e-ELISA wurden von den insgesamt 1.841 untersuchten Zuchtsauen 53,2 %
als serologisch positiv identifiziert. Nur bei 12,6 % der Sauen erfolgte die Eingruppierung als
serologisch negativ (Tabelle 17). Insgesamt wurden in 93 der 94 untersuchten Schweine-
zuchtbetriebe serologisch positive Sauen gefunden. Nur in einem einzigen Betrieb war keine
serologisch positive Sau zu finden. In diesem Betrieb waren aber noch 45,5 % der
untersuchten Tiere serologisch fraglich eingestuft worden.
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Tabelle 17  Seropravalenz von Anti-Stx2e-lgG-Antikorpern bei Zuchtsauen in

Siidhessen

(Ergebnisse des rHis-StxB2e-ELISA, 1.841 Schweine)
serologischer Befund  Anzahl der Sauen Anteil in %
negativ 232 12,6
fraglich 630 34,2
mittelgradig positiv 822 447
hochgradig positiv 157 8,5

In 87,2 % der untersuchten Betriebe reagierten mindestens 25 % der Zuchtsauen mittel-
oder hochgradig positiv, in 53,2 % der Betriebe mindestens 50 % und noch in 22,3 % der
Betriebe mehr als 75 % der Zuchtsauen (Abbildung 10).

% Betriebe

100

75

50

25

0 25 50 75 100
%-Anteil der seropositiven Sauen im Betrieb
Abbildung 10 Nachweis von Serum-lgG gegen rStxB2e bei Zuchtsauen.

Kumulative Haufigkeit von Bestanden mit seropositiven Sauen;
94 Bestande, Januar bis August 1997.
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44.2 Zusammenhang zwischen betrieblichen Parametern und der Haufigkeit sero-
positiver Zuchtsauen im Betrieb

Anhand der mit einem Fragebogen gleichzeitig zu den Blutentnahmen erhobenen tier- und
betriebsspezifischen Daten sollten mogliche Einflussfaktoren auf den StxB2e-spezifischen
Antikorpertiter bzw. Prozentsatz seropositiver Sauen identifiziert werden.

Individuelle Parameter

Um individuelle Zusammenhange zwischen den Plasma-StxB2e-IgG-Antikorpertitern und
verschiedenen tierspezifischen Parametern aufzudecken, wurden das Alter (gemessen an
der Anzahl der Wiirfe der Sauen) und der serologische Nachweis von Sarcocystis und Toxo-
plasma geprft.

Hierbei wurde deutlich, dass das Alter der Sauen keinen Einfluss auf die Hohe des
spezifischen StxB2e-Antikopertiters hatte (r=0,023; p=0,329). Auch bestand kein
Zusammenhang zwischen dem Toxoplasma-Befund und dem spezifischen StxB2e-Titer
(Student’s t-Test, p = 0,571). Allerdings wiesen Sarcocystis-positive Sauen im Mittel einen
signifikant niedrigeren StxB2e-Titer als Sarcocystis-negative Sauen auf (Student’s t-Test,
p = 0,001; Abbildung 11).

Betriebsspezifische Parameter

Zur Uberprifung moglicher Einfliisse von betriebsspezifischen Parametern auf die Hohe und
Haufigkeit positiver StxB2e-Antikérpertiter wurde fir jeden Betrieb der mittlere
innerbetriebliche StxB2e-Titer bestimmt (Kapitel 3.8.3). Diese innerbetrieblichen StxB2e-
Titer wurden dann mittels ANOVA- und Korrelationsanalysen auf Zusammenhange mit der
geografischen Lage des Betriebes und mit Hygiene- und Management-Parametern gepriuift.

Geografische Lage. Der Einfluss der Kreiszugehorigkeit der Betriebe auf den
innerbetrieblichen StxB2e-Titer lag bei Vergleich aller Werte mittels ANOVA nur knapp
oberhalb der statistisch signifikanten Grenze (ANOVA; p =0,059). Beim explorativ
durchgeflihrten paarweisen Mittelwertvergleich einzelner Regionen mittels Student’s t-Test
konnten aber signifikante Unterschiede festgestellt werden. So zeigten Betriebe in
stidwestlich gelegenen hessischen Landkreisen (Limburg-Weilburg-Oberland und Rheingau-
Taunus-Limburg-Weiburg) signifikant niedrigere StxB2e-Titer als Betriebe, die sudoéstlich
angesiedelt waren (Main-Kinzig, @ Darmstadt-Dieburg-Offenbach und  Odenwald;
Abbildung 12).
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rHis-StxB2e-Titer [Logo Std. %]
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Serologischer Sarcocystis-Nachweis

Abbildung 11 Verteilung der StxB2e-Befunde in Abhangigkeit von den serologischen

Sarcocystis-Befunden bei Zuchtsauen.

Ergebnisse aus dem rHis-StxB2e-ELISA, n = 1.816, Box-Whisker-Plots.
Statistische Auswertung mittels ANOVA.

— Median; e Extremwerte.
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Mittlerer innerbetrieblicher StxB2e-Titer [Std. %]

1,8

12 -
00—
1 % 5=0.012
1,0 . . — p=0041 — : .
n=23 7 5 8 11 18 22
LWO RTLW MTFW GG MKK  DDO 0

Kreiszugehorigkeit

Abbildung 12 Beziehung zwischen den innerbetrieblichen rHis-StxB2e-Titern mit der
Kreiszugehorigkeit bei Zuchtsauen.
Darstellung der Wertebereiche von insgesamt 94 Betrieben in Quartilen als
Box-Whisker-Plots. Statistische Auswertung mittels Student's t-Test.
— Median; e Extremwerte;
DDO: Darmstadt-Dieburg-Offenbach; LWO: Limburg-Weilburg-Oberland;
GG: GroR-Gerau; MKK: Main-Kinzig-Kreis; MTFW: Main-Taunus-Frankfurt-
Wiesbaden; O: Odenwald; RTLW: Rheingau-Taunus-Limburg-Weilburg.

Gesundheitliche und hygienische Parameter. Zur Erfassung des Hygienestatus der
Betriebe standen Angaben zur Art der Stallreinigung, zum Weidegang, zur Boden-
beschaffenheit im Warte- und Abferkelstall, zum Auftreten von Diarrhoe bei Saugferkeln und
Sauen in den letzten funf Jahren sowie zu Reproduktionsproblemen bei den Sauen zur
Verfigung. Aufllerdem lagen Daten Uber den Befall mit Darmparasiten (Strongyliden,
Spulwurm, Peitschenwurm, Zwergfadenwurm, Kokzidien) bei den Ferkeln sowie Uber den
Nachweis von Lausen oder Raudemilben bei Sauen vor. Die Art (Benzimidazol, Levamisol,
Ivermectin oder andere Mittel) und Haufigkeit der Entwurmung der Saugferkel bzw. Sauen
und die Behandlung mit Organphosphaten waren ebenfalls erhoben worden.

Ein signifikanter Zusammenhang bestand zwischen der Bodenbeschaffenheit im Wartestall
und dem innerbetrieblichen StxB2e-Titer (ANOVA, p = 0,042). So hatten Zuchtsauen, die auf
Boden mit Einstreu gehalten wurden, einen niedrigeren StxB2e-Titer als Sauen, die auf
Spaltenboden gehalten wurden (Dunn, p =0,029). Die Haltung auf einem gemischten
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Bodenbelag oder auf spaltenlosem Boden ohne Einstreu hatte aber keinen signifikanten
Einfluss auf die innerbetriebliche Titerhéhe (Dunn, p > 0,05; Abbildung 13).

Der Befall mit Lausen in den Betrieben stand statistisch ebenfalls in Zusammenhang mit dem
innerbetrieblichen StxB2e-Titer. So zeigten Betriebe, in denen die Zuchtsauen mit Lausen
befallen waren, im Durchschnitt einen héheren StxB2e-Titer im Vergleich zu Betrieben, in
denen keine Lause nachgewiesen worden waren (Student's t-Test, p=0,022;
Abbildung 14).

Die ubrigen gepruften Hygiene-Parameter zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Hohe
des innerbetrieblichen StxB2e-Titers (Tabelle 18).

Mittlerer innerbetrieblicher StxB2e-Titer [Std. %]

1.8 p =0.029

1,4 7

1,0 : . : .
mit Einstreu  ohne Einstreu Spaltenboden gemischt
(n=173) (n=4) (n=9) (n=18)
Bodenbeschaffenheit im Wartestall

Abbildung 13 Beziehung zwischen dem innerbetrieblichen StxB2e-Titer und der
Bodenbeschaffenheit im Wartestall.
Darstellung der Wertebereiche von insgesamt 94 Betrieben in Quartilen als
Box-Whisker-Plots. Statistische Auswertung mittels ANOVA.
— Median; e Extremwerte.
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Mittlerer innerbetrieblicher StxB2e-Titer [Std. %]

18 p = 0,022
®
1,6 -
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(n = 26) (n = 68)

Nachweis von Lausen in den letzten 5 Jahren

Abbildung 14 Beziehung zwischen dem innerbetrieblichen StxB2e-Titer und dem

Befall der Zuchtsauen mit Lausen in den letzten 5 Jahren.

Darstellung der Wertebereiche von insgesamt 94 Betrieben in Quartilen als
Box-Whisker-Plots. Statistische Auswertung mittels Student’s t-Test.

— Median; e Extremwerte.
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Tabelle 18  Parameter fiir den Hygienestatus von Zuchtsauenbetrieben ohne signifi-
kanten Einfluss auf den mittleren innerbetrieblichen StxB2e-Titer

gepriifte Parameter Signifikanz "
[p-Wert]

Reinigungsmethode im Stall 0,686
nur Ausmisten / Hochdruckreinigung / Reinigung und chemische
Desinfektion

Bodenbeschaffenheit im Abferkelstall 0,290
Spaltenboden, mit / ohne Einstreu, Mischboden

Weidegang der Sauen 0,208
ja/nein

Durchfall bei Saugferkeln in den letzten 5 Jahren 0,788
ja haufig / ja gelegentlich / nein / nicht bekannt

Durchfall bei Sauen in den letzten 5 Jahren 0,820
ja haufig / ja gelegentlich / nein / nicht bekannt

Reproduktionsprobleme bei Sauen in den letzten 5 Jahren 0,960
haufiges Umrauschen / Frihgeburten u/o Aborten / lebensschwache
Ferkel / andere / keine

Darmparasiten bei Sauen und/oder Ferkeln in den letzten 5 Jahren 0,727
Strongyliden, Spulwurm, Peitschenwurm, Zwergfadenwurm, Kokzidien,
keine

Raude in den letzten 5 Jahren 0,414
ja/nein

Entwurmungen der Saugferkel in den letzten 5 Jahren 0,852
ja/nein

Entwurmungen der Sauen in den letzten 5 Jahren 0,220
ja/nein

Verabreichung von Levamisol 0,463
ja/nein

Sauen-Entwurmungen mit Benzimidazolen 0,422
ja/nein

Sauen-Entwurmungen mit lvermectin 0,123
jalnein

Sauen-Entwurmungen mit anderen Mitteln 0,210
Piperazin / Organphosphate / nein

Behandlung mit Organphosphaten 0,818

ja/nein

" Mittelwertvergleiche mittels ANOVA bzw. Student’s t-Test
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Parameter der Betriebsorganisation

In einem weiteren Schritt wurden auch Daten des Managements auf einen mdglichen
Zusammenhang hinsichtlich der innerbetrieblichen StxB2e-Titer gepruft. Zur Verfligung
standen Daten Uber die Betriebsart und Bedeutung der Sauenhaltung flr den Betrieb. Auch
die Herkunft der Sauen, die Anzahl der Sauen in einem Betrieb sowie die Art des Futters und
der Fltterung wurden bertcksichtigt. Zudem wurden Reproduktionsparameter wie die Anzahl
der Geburten und der aufgezogenen Ferkel je Sau und Jahr sowie das durchschnittliche
Absetzalter der Ferkel auf einen méglichen Einfluss auf den durchschnittlichen StxB2e-Titer
im Betrieb in die statistische Analyse einbezogen.

Zwischen dem durchschnittlichen Absetzalter der Ferkel (gemessen in Lebenswochen) und
dem innerbetrieblichen StxB2e-Titer bestand eine signifikant negative Korrelation. Der
StxB2e-Titer war im Durchchnitt umso niedriger, je spater die Ferkel durchschnittlich von der
Muttersau abgesetzt wurden (r = -0,256; p = 0,013; Abbildung 15).

Fir keinen der anderen acht Management-Parameter konnte ein signifikanter Zusammen-
hang mit dem innerbetrieblichen StxB2e-Titer nachgewiesen werden (Tabelle 19).

Mittlerer innerbetrieblicher StxB2e-Titer [Std. %]

1,8
X

1,6 X%
1,4

X X
1,2 X

X
X
1,0 T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9

Durchschnittliches Absetzalter der Ferkel (Wochen)

Abbildung 15 Zusammenhang zwischen dem innerbetrieblichen rHis-StxB2e-Titer und
dem durchschnittlichen Absetzalter der Ferkel im Betrieb.
Werte von 94 Betrieben; y = -0,0255x + 1,553; r = -0,256, p = 0,013.
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Tabelle 19 Zusammenhang zwischen innerbetrieblichem StxB2e-Titer und
verschiedenen Management-Parametern.

geprufte Parameter Signifikanz
[p-Wert]

Betriebsart 0,491"
Herdbuchzucht / geschlossener Betrieb / Mastferkelproduzent

Bedeutung der Sauenhaltung fiir den Betrieb 0,651"
Hauptbetrieb / Mischbetrieb / Nebenerwerb

Herkunft der Sauen 0,450"
eigene Nachzucht / Zukauf / eigene Nachzucht und Zukauf

Anzahl der Zuchtsauen im Betrieb 0,272?

Futterart 0,934"
flussiges Futter / Schrot oder Pellets / gemischt

Fiitterung der Sauen 0,751"
automatisch / manuell / verschiedene Systeme

Anzahl der aufgezogenen Ferkel je Sau und Jahr 0,486%

Anzahl der Geburten je Sau und Jahr 0,898?

Erlauterung: " Mittelwertvergleiche mittels ANOVA; ? Korrelationsanalyse nach Pearson

Multifaktorielle Analyse

Um den Zusammenhang zwischen dem innerbetrieblichen StxB2e-Titer und mehreren
Betriebsparametern gleichzeitig zu untersuchen, wurde eine multiple schrittweise Kovarianz-
analyse (ANCOVA) ohne Wechselwirkung zwischen qualitativen sowie quantitativen
Einflussvariablen durchgefuhrt.

Eine signifikante Beziehung bestand zwischen dem innerbetrieblichen StxB2e-Antikorpertiter
und dem durchschnittlichen Absetzalter der Ferkel, dem Lausbefund in den letzten 5 Jahren
sowie der Kreiszugehdrigkeit (p = 0,037). Die anderen Betriebsparameter waren bei diesem
Verfahren nicht signifikant mit der Hohe des mittleren innerbetrieblichen StxB2e-Titers
assoziiert (Tabelle 20).

Tabelle 20 Resultat der multiplen, schrittweise durchgefiihrten Kovarianzanalyse
mit den innerbetrieblichen Einflussvariablen.

Einflussfaktor Signifikanz [p-Wert]
Durchschnittliches Absetzalter der Ferkel 0,004
Befall mit Lausen in den letzten 5 Jahren 0,002

Kreiszugehdrigkeit 0,037
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4.4.3 Nachweis von Stx2e-neutralisierenden IgG-Antikorpern in Plasmaproben

Im Stx2e-Neutralisationstest wurde untersucht, inwieweit die mittels rHis-StxB2e-ELISA
gefundenen StxB2e-spezifischen Antikoérper in der Lage sind, die flr Verozellen toxische
Wirkung des Stx2e zu neutralisieren. Diese Neutralisation wurde anhand der vorhandenen
Stoffwechselaktivitat der Verozellen mittels MTT gemessen und mit Hilfe des monoklonalen
Antikérpers BC5 BB12, der die zytotoxische Wirkung von Stx2e vollstdndig neutralisiert,
standardisiert. In dieser Untersuchung wurden 200 der 1.841 im rHis-StxB2e-ELISA
untersuchten Plasmaproben aus Siudhessen eingesetzt. Die 200 Plasmaproben wurden
dahingehend ausgewahlt, dass je 50 Proben die im rHis-StxB2e-ELISA "negativen",
"fraglichen”, "mittelgradig  positiven" und "hochgradig positiven" Serumproben
reprasentierten.

Wie die Abbildung 16 zeigt, konnte mit der Rangkorrelationsanalyse nach Spearman kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe der Serum-1gG-StxB2e-Titer und der Fahig-
keit der Plasmaproben, das Stx2e zu neutralisieren, nachgewiesen werden (rs =-0,007,
p = 0,920). Selbst unter den mit dem rHis-Stx2e-ELISA als hochgradig positiv eingestuften
Plasmaproben konnte im Stx2e-Neutralisationstest nur eine einzige Probe das eingesetzte
Stx2e neutralisieren, und auch nur soweit, dass die Vitalitdt der Verozellkulturen nach 96 h
Inkubation im Vergleich zum Kontrollansatz 50,4 % betrug.

Stx2e-Neutralisationstiter [Std.r %] 50,4 %
20
A
™
15 —
10
5
ol [ [T ] T
n =50 50 50 50
negativ fraglich mittelgradig hochgradig
positiv positiv

Befund im rHis-StxB2e-ELISA

Abbildung 16 Korrelation zwischen StxB2e-bindenden und Stx2e-neutralisierenden
Antikorpern in Plasmaproben von Schweinen (n = 200).
Ergebnisse der Plasmaproben im rHis-StxB2e-ELISA und im Stx2e-
Neutralisationstest, Box-Whisker-Plots. Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman rs = -0,007, p = 0,920. Mittelwert, Maximum, Minimum.
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5 DISKUSSION

Die Untersuchung hatte zum Ziel, anhand eines serologischen Testsystems aktuelle Daten
zu Verbreitung und Haufigkeit der Odemkrankheit bei Schweinen in Siidhessen zu ermitteln.
Hierfiir sollten (1) zunéchst mittels genotypischer Charakterisierung von Odemkrankheits-
erregern geeignete Testantigene identifiziert, (2) ein serologisches Testsystem etabliert und
evaluiert und (3) die Seropravalenz von EDEC bei Zuchtsauen in Sidhessen ermittelt
werden.

Charakterisierung von porcinen STEC-Isolaten

Zur Charakterisierung von STEC standen 1.428 E. coli-lsolate von 975 Schweinen aus
Deutschland zur Verfigung. Mit einem PCR-Vorauswahl-Verfahren (Bosworth and Casey,
2009) wurden insgesamt 164 Isolate (11,5 %) identifiziert, die ein Gen aus der stx2-Gruppe
besallen und daher zunachst als "STEC-2" bezeichnet wurden. Ein nahezu gleicher
prozentualer Anteil (11,3 %) von stx2e-positiven E. coli an allen untersuchten E. coli-Isolaten
wurde unléngst in Serbien im Rahmen einer Feldstudie beobachtet (Cobeljié et al., 2005). In
einer alteren Studie in Deutschland konnten Stx2e-bildende E. coli von 27,5 % der
erkrankten und von 3,8 % der gesunden Schweine verschiedener Altersgruppen isoliert
werden (Appel et al., 1989). Vergleiche der Haufigkeit oder sogar Pravalenz von stx2e-
positiven E. coli in verschiedenen Studien lassen sich aber nur bedingt anstellen. Dies ist mit
den Unterschieden in den jeweils beprobten Populationen (kranke versus gesunde Tiere)
und den verwendeten Nachweissystemen (phanotypischer Nachweis z.B. mittels Zellkultur
versus molekulargenetischer Nachweis z.B. mittels PCR) begrindbar. Mit einer allel-
spezifischen PCR (stx2e-PCR) konnte in allen 164 Isolaten der vorliegenden Studie das
stx2e-Gen identifiziert werden, welches fur den bei Schweinen vorherrschenden Shigatoxin-
Typ 2e kodiert (Blanco et al., 2006; Fratamico et al., 2004; Osek, 1999b). Damit kénnen
bei der Beurteilung der Seropravalenz der Odemkrankheitserreger auf der Grundlage eines
serologischen Testsystems mit Stx2e als Testantigen Kreuzreaktivitdten zwischen dem
Testantigen und Antikérpern gegen andere Shigatoxin 2-Typen als vernachlassigbar
eingestuft werden. Dies ist damit begrindbar, dass andere Shigatoxin 2-Typen bei
Schweinen in Deutschland gar nicht oder nur sehr selten vorkommen.

Insgesamt 153 der 164 Isolate (93,3 %) zeigten bei der Anzucht auf Blutagarplatten einen a-
hamolytischen Phanotyp. Dies lag im Erwartungsbereich, da EDEC laut Literatur zu 82 % bis
100 % a-Hamolysin bilden (Gallien et al., 1994; Gannon et al., 1988; Osek et al., 1999).
Die O-Typisierung der stx2e-positiven Isolate erfolgte durch Objekttradgerschnellagglutination
mit ausgewahlten Testseren. Hierfir wurden Testseren mit Spezifitaten fir sieben O-
Antigene verwendet, welche haufig bei EDEC (0138, 0139, O141) oder bei ETEC (O8,
0147, 0149, 0O157) von Schweinen nachgewiesen wurden (Gannon et al., 1988; Gannon
and Gyles, 1990; Nagy and Fekete, 1999). Obwonhl nur diese kleine Auswahl an Testseren
verwendet wurde, konnte der O-Typ bei 139 der 164 stx2e-positiven Isolate (84,8 %)
bestimmt werden. Ahnlich wie in vorangegangenen Untersuchungen anderer Autoren,
dominierten auch in der vorliegenden Studie STEC-Stamme mit den O-Antigenen 0141
(51,2 %), 0139 (19,5 %) und 0138 (7,9 %). Da EDEC-Stamme dieser O-Gruppen bislang
nur beim Schwein beobachtet wurden, geht man davon aus, dass es sich um hochgradig an
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diese Tierart adaptierte E. coli-Stamme handelt. (Blanco et al., 1983; Dobrescu, 1983;
Gregory, 1955; Gyles et al., 1988; Johnson et al., 1990; Linggood and Thompson, 1987;
Mainil et al., 1989; Nielsen, 1986; Schofield and Schroder, 1954; Smith et al., 1983;
Sojka et al., 1957; Sojka et al., 1960). E. coli-Isolate mit den O-Antigenen 0147 (4,3 %),
0149 (1,2 %) und 0157 (0,6 %) konnten in der vorliegenden Studie nur in jeweils geringem
Umfang identifiziert werden. Vor kurzem wurde Uber eine Haufung von Odemkrankheit in
den USA berichtet, wobei bis zu 42 % der Falle durch E. coli-Stdamme des O-Typs 0147
verursacht wurden (Helgerson et al., 2006). Die US-amerikanischen O147-Isolate wiesen
neben stx2e und fedA auch die Enterotoxingene estap und estb auf. In der vorliegenden
Untersuchung waren 25 Isolate nicht typisierbar, da sie mit keinem oder mehr als einem der
verwendeten Testseren reagierten. Hier konnte eine vollstandige Serotypisierung Aufschluss
dariber geben, ob diese Isolate O-Antigene besitzen, welche bei einigen humanen STEC-
2e-Isolaten nachgewiesen wurden, wie z.B. O8 oder 0101 (Friedrich et al., 2002b;
Sonntag et al., 2005).

Die von uns als stx2e-positiv getesteten 164 STEC-2-Isolate wurden mittels PCR auf das
Vorhandensein von Genen fur Toxine (E. coli-Enterotoxine LT-I, ST-Ip und ST-Il), Fimbrien
(F4-, F5-, F6-, F18- und F41-Fimbrien) und den Adhasionsfaktor Intimin untersucht. Das
fedA-Gen, welches fir das Hauptstrukturprotein der F18-Fimbrien (Rippinger et al., 1995)
kodiert, war bei 146 Isolaten (89,0 %) nachweisbar. Gene fur F4-, F5-, F6- oder F41-
Fimbrien sowie das eae-Gen (kodiert fur Intimin) konnten dagegen bei keinem einzigen Isolat
nachgewiesen werden. Diese Daten stimmen mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen
Uberein, in denen von Schweinen ebenfalls Uberwiegend fedA-positive STEC-2e isoliert
wurden, dagegen die anderen Adhasionsfaktoren nicht oder nur sehr vereinzelt vorkamen
(Aarestrup et al., 1997; Frydendahl, 2002). Von den 146 fedA-positiven STEC-2e gehdrten
124 den O-Gruppen 0138 (8,1 %), 0139 (25,0 %) bzw. 0141 (66,9 %) an und wiesen alle,
bis auf eine Ausnahme, a-Hamolysin auf. Diese Isolate kdénnen somit als typische
Odemkrankheitserreger (EDEC) eingestuft werden (Bertschinger et al., 1990; Imberechts
et al., 1992; Imberechts et al., 1994; Ojeniyi et al., 1994; Wittig et al., 1994; Wittig et al.,
1995).

Ungefahr die Halfte der STEC-2-Isolate (n = 89; 54,3 %) besall zusatzlich zum stx2e-Gen
auch Gene fur E. coli-Enterotoxine. Dabei dominierte das hitzestabile Enterotoxin ST-II
(52,4 %), gefolgt von dem hitzelabilen Enterotoxin LT-1 (40,9 %) und dem hitzestabilen
Enterotoxin ST-Ip (18,3 %). Die Assoziation von stx2e und Enterotoxingenen wurde bereits
mehrfach beschrieben und konnte in dieser Studie nun auch fir deutsche bzw. hessische
Zuchtsauenbestande bestatigt werden (Bosworth et al., 1998; Gannon et al., 1988;
Garabal et al., 1996; Sarrazin et al., 2000). Ahnlich wie in anderen européischen Léndern
wurden Enterotoxingene vorrangig bei stx2e-positiven Isolaten vom Serotyp 0141
nachgewiesen, wogegen Enterotoxingene bei keinem Isolat vom Serotyp O139 vorhanden
waren (Boss et al., 1992; Imberechts et al., 1994; Mainil et al., 1989; Nagy et al., 1999;
Sarrazin et al., 2000). Von den fedA-positiven Isolaten besallen 85 (58,2 %) Gene flr
Enterotoxine. Davon gehérten 63 Isolate dem O-Typ O141 und 5 Isolate dem O-Typ O138
an. Auch wenn sowohl der fed-Lokus flir die F18-Fimbrien als auch die hitzestabilen
Enterotoxine plasmidkodiert sind, so handelt es sich doch um unterschiedliche Plasmide
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(Fekete et al., 2003). Die Lokalisation auf Plasmiden und die Mdglichkeit zum horizontalen
Gentransfer sind vermutlich Ursachen, warum diese Virulenzfaktoren bei verschiedenen
klonalen E. coli-Linien vorkommen.

Die genotypische Charakterisierung der stx2e-positiven Isolate von Schweinen aus Deutsch-
land zeigte, dass neben dem Shigatoxin Typ 2e kein Faktor gebildet wird, der bei allen
Isolaten vorhanden ist. Selbst die bisher als hochgradig charakteristisch angesehenen F18-
Fimbrien und das a-Hamolysin konnten zwar bei einem Grolteil der Isolate (88,4 % bzw.
93,3 %), aber nicht bei allen Isolaten detektiert werden. Der einzige Marker, der tatsachlich
bei allen EDEC-Stdmmen vorkommt, ist nach allen bisherigen Untersuchungen
einschliellich der hier vorgelegten Daten einzig das Stx2e bzw. sein Gen. Im Hinblick auf die
Entwicklung eines Testsystems, mit dem EDEC-spezifische Antikérper bei Schweinen
nachgewiesen werden kdnnen, bedeutet dies, dass sich vorrangig das Stx2e als Testantigen
anbietet. Man kdénnte zwar einwenden, dass bei der Verwendung von Stx2e auch Infektionen
mit anderen STEC-Stammen erfasst werden, und zwar STEC-Stamme, die ein anderes
Shigatoxin der Gruppe 2 bilden als Stx2e; denn wahrscheinlich reagieren alle Toxine der
Stx2-Gruppe untereinander serologisch kreuz. Jedoch zeigen die Daten dieser und anderer
Studien, dass STEC mit anderen Stx2-Typen bei Schweinen nicht oder nur selten
vorkommen.

Rekombinante Herstellung der B-Untereinheit von Stx2e

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Stx2e-ELISA sowie die Entwicklung eines
potenziellen Impfstoffes zur Prophylaxe der Odemkrankheit bei Ferkeln. Stx2e als hoch
potentes Toxin ist bereits in geringer Dosis bei intravendser Applikation ausreichend, um die
Odemkrankheit beim Ferkel auszulésen (MacLeod et al., 1991). Da bei der B-Untereinheit
der Stx2e keine Toxizitdt besteht, kam diese Untereinheit als mogliches Impfantigen in
Frage. Weiterhin sollte die aufgereinigte B-Untereinheit (rHis-StxB2e) als Fangantigen im
ELISA eingesetzt werden. Durch Lege (2003) wurde ein Fusionsprotein generiert, das aus
dem StxB2e-Molekiil und einer N-terminalen Histidin-Marker-Sequenz bestand. Das rHis-
StxB2e wies im Vergleich zu einem mit Glutathion-S-Transferase markierten StxB2 (Gunzer
and Karch, 1993) bzw. StxB2e (Franke et al., 1995a) eine groRRere Stabilitat auf (S. Franke
und N. Lege, 2000, personliche Mitteilung). Die groRRe Stabilitat wiederum bedingt eine
Verbesserung der Extraktion und Reinigung. Durch die rekombinante Herstellung des rHis-
StxB2e kdnnen somit hdhere Ausbeuten bei der Aufreinigung erzielt werden.

Vor Versuchsbeginn wurde eine ldentitatsprifung des rHis-StxB2e-exprimierenden E. coli-
Stammes BL21(DE3, pHIT-1V-24) (Stammsammlung des Instituts fir Hygiene und Infektions-
krankheiten der Tiere; Lege, 2003) durchgefiihrt. Die Erstellung des Plasmidprofils des
Stammes (Nachweis eines Plasmides von 8,6 MDa) und die Gewinnung eines, das stxB2e-
Insert umgreifenden, pET-A/pET-B-Amplifikates (ca. 440 bp) ergaben eine Ubereinstimmung
mit den theoretischen Daten. Diese bestatigten das Vorhandensein des stxB2e-Fragments in
BL21(DE3, pHIT-1V-24). Letztlich wurde die Identitdt des Stammes BL21(DE3, pHIT-1V-24)
durch Nukleotid-Sequenzanalyse und Vergleich mit der publizierten stxB2e-Nukleotidse-
quenz von E. coli Stamm S1191 eindeutig belegt (Weinstein et al., 1988).
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Fir die phanotypische Prifung der Expression, Identitdt und Reinheit des rHis-StxB2e-
Antigens wurde der E. coli-Stamm BL21(DE3, pHIT-IV-24) unter Carbenicillin-
Selektionsdruck und IPTG-Induktion angezuchtet. Dann folgte eine Analyse des Zelllysates
mittels Tricine-PAGE und Westernblot. Nach elektrophoretischer Auftrennung und Anfarbung
der Proteinprofile war eine prominente Proteinbande zu erkennen, die trotz der Diskrepanz
zwischen der fUr sie gemessenen molekularen Masse (8,4 kDa) und der fir das rHis-StxB2e
errechneten Masse (10,2 kDa) als eben dieses Protein angesehen wurde. Hierflr sprach,
dass das prominente Protein offenbar die erwartete Histidin-Markierung trug, denn es
vermochte das Ni*-NTA-POD-Konjugat zu binden, wie es mittels Westernblot-Technik
demonstriert werden konnte. Ein noch starkerer phanotypischer Beleg, dass es sich bei der
genannten Proteinbande um das erwinschten rekombinant erzeugte rHis-StxB2e handelte,
war die Bindung des StxB2e-spezifischen monoklonalen Antikdrpers 5G10 im Immunoblot-
Verfahren. Es ist zu vermuten, dass die Abweichung zwischen gemessener und errechneter
molekularer Masse technisch bedingt war. Die mit dem verwendeten Herolab-System
vorgenommene Messung basiert auf der Densitometrie, bei der Farbdichten (Volltondichten)
im Gel quantifiziert werden. Das Bildverarbeitungssystem erfasst hierbei die Farbmenge pro
Flacheneinheit anhand von Tonwerten. Proteinbanden, die infolge der manuellen
Auftragtechnik, wegen Uberladungseffekten oder durch asymmetrische bzw. ungleichmaRige
elektrische Felder unscharf, verzerrt oder verbreitert sind, konnen deshalb zu stark
abweichenden Messergebnissen flhren. Bei der manuellen Vermessung der fraglichen
Bande anhand des Molekularmassenstandards SeeBlue™ war die Diskrepanz zwischen
gemessener und errechneter molekularer Masse deutlich geringer.

Das Testsystem zum Nachweis EDEC-spezifischer Antikérper bei Schweinen sollte
mdglichst spezifisch sein. Aus diesem Grunde wurde ein moglichst reines Testantigen
angestrebt, das vor allem keine sonstigen E. coli-Antigene mehr enthalten sollte. Die
Isolierung und Aufreinigung des rekombinanten Fusionsproteins erfolgten daher affinitats-
chromatografisch an einer Ni**-NTA-Matrix. Nach Zellaufschluss und Zentrifugation erfolgte
der Aufschluss der Sedimente mit einem Harnstoff-Lysepuffer, da insbesondere kleine
Proteine wie das rHisStxB2e wahrend der Zentrifugation mit gréReren Proteinen interagieren
kénnen und von diesen "ummantelt" werden. Dies kann in den Bakterien zur Ausbildung von
unléslichen Proteinaggregaten (sogenannten Einschlusskérperchen) fihren. Zusatze von
Harnstoff oder auch Guanidin denaturieren durch Aufbrechen der Wasserstoffbriicken die
gréleren "Hullproteine" der Aggregate und setzen die eingeschlossenen niedermolekularen
Proteine wie rHis-StxB2e frei. Allerdings denaturieren bei diesem Vorgang leider auch die
eigentlichen Zielproteine. Da rHis-StxB2e in solchen Einschlusskérperchen vorlag, war der
Aufreinigungsweg unter denaturierenden Bedingungen nicht zu umgehen. Die Elution des
Fusionsproteins aus der Ni?*-NTA-Matrix erfolgte bei den hier beschriebenen Unter-
suchungen mit einem sauren Elutionspuffer (pH 3,0), welcher die Protonierung des
Imidazolrings im Histidin bewirkte. Der protonierte Stickstoff kann somit nicht mehr als Ko-
ordinationspartner fungieren und das Fusionsprotein 16st sich von der Matrix. Alternativ
kénnte auch Imidazol, welches den His-Tag kompetitiv aus dem Ni?*-Chelat-Komplex
verdrangt, eingesetzt werden (Anonym, 2003b).
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Bei der Analyse der verschiedenen Fraktionen des Eluats zeigte sich, dass rHis-StxB2e mit
dem gewahlten chromatografischen Verfahren hochgradig rein aus dem Bakterienzelllysat
gewonnen wurde. Die Ausbeute betrug durchschnittlich 4 mg rHis-StxB2e pro Liter Bouillon
der Ausgangskultur. Angesichts des hohen Reinheitsgrades des isolierten rHis-StxB2e kann
diese Ausbeute im Vergleich zu Angaben in der Literatur als gut angesehen werden. So
berichten Autoren Uber die unvollstandige Aufreinigung Histidin-markierter Fusionsproteine
mittels  Affinitdtschromatographie. Als Beispiele seien rSpvD-His von Salmonella
Typhimurium (Barth, 2003; Bauerfeind, 1999), rSpvR-His von Salmonella Dublin (Grob and
Guiney, 1996) oder N-Hydroxyarylamin-O-Acetyltransferase von Salmonella Typhimurium
(Sinclair et al., 1998) genannt. In diesen Studien wurden nach affinitatschromatografischer
Aufreinigung (iber eine Ni*-NTA-Matrix zwar Ausbeuten von 6 - 10 mg Fusionsprotein pro
Liter Bouillonkultur erreicht, jedoch waren mit der SDS-PAGE Verunreinigungen in den
Lésungen nachweisbar. Barth (2003) gelang es erst in einem zweiten Aufreinigungsschritt
mittels praparativer SDS-PAGE 2,3 mg hochgradig reines Fusionsprotein pro Liter zu
gewinnen. Auch in der hier vorgelegten Studie war im Verlauf der Chromatographie von rHis-
StxB2e ein betrachtlicher Anteil des Fusionsproteins im Durchlauf nachweisbar. Fur kiinftige
Untersuchungen ist deshalb eine Optimierung des Verfahrens, z.B. durch die Veranderung
der Affinitatsmatrix oder der Puffersysteme, in Betracht zu ziehen.

Etablierung des rHis-StxB2e-ELISA

Mit dem aufgereinigten rHis-StxB2e-Antigen wurde ein indirekter ELISA-Test etabliert. Um
den rHis-StxB2e-ELISA zu evaluieren, wurden die Intra- und Interassayprazision des Test-
systems bestimmt. Zur Erfassung der Sensitivitdt des rHis-StxB2e-ELISAs wurden poly-
klonale Schweinehyperimmunseren verwendet, die Stx2e in vitro neutralisieren konnten. Fur
die serologische Befundung von Seren wurden aul3erdem Grenzwerte ermittelt.

Die Intraassayprazision (Ergebnisvarianz) des rHis-StxB2e-ELISA wurde dadurch ermittelt,
dass drei hoch-, zwei mittel- und finf niedrigtitrige Seren jeweils in Mehrfachansatzen
getestet wurden. Um gut reproduzierbare Ergebnisse zu liefern, sollte der
Variationskoeffizient in ELISA-Resultaten den Wert um 20 % nicht Gberschreiten (Spencer
and Nicoloff, 1990). Neun der 10 Testseren wurden dieser Anforderung gerecht. Nur eine
Serumprobe Uberschritt mit einem Variationskoeffizienten von 22,0 % diese Vorgabe knapp.
Ebenso wurde die Interassayprazision (Varianz der rHis-StxB2e-ELISA-Ergebnisse bei
zeitlich getrennter Prifung) Uberprift, indem 10 Serumproben jeweils an 10 verschiedenen
Tagen getestet wurden. Finf Serumproben (hoch- und mitteltitrig) ergaben einen Variations-
koeffizient unter 20 % und belegten somit die gefordete Reproduzierbarkeit. Vier andere
Testseren wiesen bei niedrigem Antikérpertiter Variationskoeffizienten zwischen 23,3 und
70,9 % auf und lagen somit Uber dem Grenzwert. Die 1:800 verdinnte Serumprobe "R-
1384/00" zeigte mit einem Variationskoeffizienten von 57,5 % eine deutliche Uberschreitung
des Grenzwertes. Ein niedriger Antikorpertiter korrelierte somit mit einem hohen
Variationskoeffizienten. Dies ist dadurch erklarbar, dass sich bei niedrigen Titern aufgrund
des kleinen Signals bereits geringe, technisch bedingte Messwertschwankungen sehr stark
auf den Variationskoeffizienten auswirken. Aus diesem Grund wurden die hoheren
Variationskoeffizienten bei Titern unter 20 % toleriert. AuRerdem wurden anschlieend alle
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Schweineserumproben ausschliellich bei einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt. Auch
Lege (2003) ermittelte im StxB2e-ELISA eine optimale Serumverdinnung fur hoch- bis
niedrigtitrige Seren von 1:100, da Titerunterschiede zwischen Serumproben in dieser
Verdinnung am deutlichsten waren. Gleichzeitig waren selbst hochtitrige Seren
messtechnisch noch zu erfassen.

Zur serologischen Befundung von Serumproben in serologisch positiv und negativ wurden
Grenzwerte (Cut-Off-Werte) festgelegt. Dazu wurden 136 Serumproben von 3,5 bis 5,5
Wochen alten Ferkeln eine Woche vor dem Absetzen verwendet. Nach den
vorausgegangenen Untersuchungen von Lege (2003) war zu erwarten, dass die Ferkel
serologisch negativ reagieren, da maternale Antikérper nicht mehr und eigene Antikdrper
noch nicht vorhanden waren. 106 Serumproben stammten aus vier hessischen Betrieben, in
denen in den letzten 3 Jahren vor der Blutentnahme ein Verdacht auf Odemkrankheit nicht
bestand (82 Serumproben aus 3 Betrieben) bzw. ausgeschlossen wurde (24 Serumproben
aus 1 Betrieb). Zudem wurden 30 Serumproben aus einem polnischen Betrieb, welcher
hinsichtlich Odemkrankheit als unverdachtig eingestuft war, in die Untersuchung einbezogen.
Im Ergebnis wurden fur alle diese Serumproben im ELISA sehr niedrige Messwerte von
0,7 bis 12,1 Std. % ermittelt. Der Mittelwert betrug 8,3 Std. %, die Standardabweichung
8,8 Std. %. Anhand dieser beiden Werte wurden dann die Grenzwerte fur die serologische
Eingruppierung der Proben in negativ, fraglich, mittelgradig positiv und hochgradig positiv
berechnet.

Zur Uberpriifung der Sensitivitét des rHis-StxB2e-ELISA fiir den Nachweis von StxB2e-
spezifischen Antikorpern wurden sieben polyklonale Hyperimmunseren von Schweinen
getestet. Die Seren stammten von Schweinen, die mit Formaldehyd-inaktivierten
Kulturiiberstanden von Stx2e-exprimierenden E. coli-Stdmmen immunisiert worden waren
und von denen bekannt war, dass sie in vitro die zytotoxische Wirkung von Stx2e
neutralisieren konnen (Alexa et al., 1998). In jeder Serumprobe wurden IgG-Antikorper
gegen StxB2e festgestellt, und zwar in Konzentrationen, die mit 52,8 bis 178,9 Std. % weit
Uber dem Cut-Off fir die Einteilung in serologisch negativ und positiv lagen. An diesen
sieben Testseren erwies sich der etablierte ELISA demnach als absolut sensitiv.

Antigenitat und Immunogenitat von rHis-StxB2e

Zur Prifung der Eignung von rHis-StxB2e als Impfantigen (Induktion spezifischer Antikorper)
wurden drei verschiedene Immunisierungsstrategien an Kaninchen und Schweinen erprobt.
Dabei wurden die Parameter Antigenkonzentration, Aufreinigungsgrad des Testantigens
sowie Art und Konzentration der eingesetzten Adjuvantien variiert.

Im ersten Immunisierungversuch (Versuch Nr. 1) wurde einem Kaninchen wiederholt affini-
tatschromatografisch aufgereinigtes rHis-StxB2e zusammen mit inkomplettem Freundschen
Adjuvans subkutan appliziert. Bereits nach der 2. Immunisierung konnte mit dem rHis-
SxtB2e-ELISA eine StxB2e-spezifische Serokonversion erfasst werden, wobei die Titer stetig
bis zum Tag 98 nach Erstimmunisierung anstiegen. Allerdings waren die induzierten
Antikorper nicht in der Lage, die zytotoxische Wirkung von Stx2e gegenuber Verozellen zu
neutralisieren. Diese Daten zeigten, dass rHis-StxB2e in dem gewahlten System (Tierart,
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Antigen, Adjuvans) eine gute Immunogenitat aber keine Protektivitat aufwies. Dies steht im
Gegensatz zu Beobachtungen, die man bei der Immunisierung von Kaninchen mit B-
Untereinheiten der Shigatoxine vom Typ 1 und Typ 2 gemacht hat (Bielaszewska et al.,
1997; Boyd et al.,, 1991; Marcato et al., 2001). Bei jenen Versuchen wurden ahnliche
experimentelle Anordnungen (aufgereinigtes StxB1 oder StxB2, subkutane Applikation,
inkomplettes Freundsches Adjuvans) gewahlt. Nach der Impfung konnte die verozelltoxische
Aktivitat von Stx1 bzw. Stx2 mit Serumproben dieser Impflinge neutralisiert werden.

In einem weiteren Immunisierungsversuch (Versuch Nr. 2) sollte der Einfluss verschiedener
Adjuvantien auf die Bildung spezifischer StxB2e-Antikdrper im Kaninchen untersucht werden.
Hierzu wurden die Adjuvantien ISA 266, IMS 1313, inkomplettes Freundsches Adjuvans
(IFA) bzw. HL-3 zusammen mit dem Zelllysat des E. coli-Stammes BL21(DE3, pHIT-I1V-24)
als Impfstoff an je zwei Tiere verimpft. Pro Tier wurden jeweils drei Impfungen
vorgenommen. Vor, wahrend und nach den Impfphasen wurden Serumproben auf StxB2e-
spezifische Antikorper getestet. Es zeigte sich, dass die beiden mit E. coli-Zelllysat und IFA
geimpften Kaninchen nach allen drei Impfungen im Mittel die jeweils héchsten Antikorpertiter
aufwiesen, gefolgt von der Testgruppe, die E. coli-Zelllysat und HL-3 appliziert bekommen
hatte. Als Adjuvans war ISA 266 am wenigsten wirksam, da erst nach dreimaliger Applikation
eine Serokonversion nachweisbar war. Sowohl bei IFA als auch HL-3 handelt es sich um
W/O-("Wasser/Ol"-) Emulsionen, bei denen das Antigen sich in der wéassrigen, inneren
Phase befindet und verzdgert an den Impfling abgegeben wird (Anonym 2002). Durch das in
den Adjuvantien enthaltene, nicht degradierbare Mineraldl bzw. Isopropoylmyristat wird
zudem eine lokale Entzindungsreaktion provoziert, welche zu einer verstarkten
Immunantwort fihrt (Janeway et al., 2002). Bei den Adjuvantien IMS 1313 und ISA 266
handelt es sich ebenfalls um W/O-Emulsionen, allerdings ist die hier verwendete dlige
Komponente zum Teil abbaubar. Wahrend bei ISA-Adjuvantien als Immunstimulans das
Peptid "Survivin" (Anonym 2006) zugegeben wird, beinhaltet IMS 1313 sogenannte "GRAS-
Substanzen", die aus Nanopartikeln bestehen und immunstimulierend wirken sollen
(Anonym, zitiert nach http://randd.defra.gov/document.aspx?Document=SE2807_983-
FRP.pdf). ISA 266 wird in der Literatur zur Immunisierung von Schafen gegen
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis empfohlen, da eine vergleichbare
Immunantwort wie bei Impfstoffen mit IFA erreicht wurde, aber deutlich weniger lokale Ent-
zindungsreaktionen auftraten (Hazelton, 2003; Reyes et al., 2002). Diese guten Resultate
konnten flr die hier untersuchte Indikation (Kaninchen, rekombinantes StxB2e) aber nicht
bestatigt werden. Moglicherweise eignet sich ISA 266 als Adjuvans nur flr bestimmte
Tierarten und/oder bestimmte Impfstofftypen, z.B. bakterielle Ganzzellvakzinen. Auch
IMS 1313 wurde bereits bei anderen Tierarten eingesetzt. So berichteten Quattrocchi et al.
(2004) und Geuther et al. (2004) Uber die Eignung von IMS 1313 zur Induktion einer
schnellen humoralen Immunantwort bei Mausen (Aphthovirus-Impfstoff) bzw. Schweinen
(Impfantigen aus Impferreger Mycoplasma hyopneumoniae). Wie bereits bei ISA 266 konnte
dies in den Versuchen mit rHis-StxB2e fur IMS 1313 nicht bestatigt werden. Alle
Serumproben aus dem Versuch Nr. 2 wurden zusatzlich auf Stx2e-neutralisierende
Antikorper getestet. Dabei konnte leider nur in einer einzigen Serumprobe (nach der 3.
Immunisierung mit rHis-StxB2e und HL-3) Stx2e-neutralisierende Aktivitat nachgewiesen
werden. Aufgrund der erzielten Daten empfiehlt sich zur Immunisierung mit rHis-StxB2e die
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Verwendung von HL-3 als Adjuvans. Hier wurden hohe Antikdrpertiter erreicht, die zum Teil
sogar die zytotoxische Wirkung von Stx2e neutralisierten, und es wurden geringere Neben-
wirkungen an der Applikationsstelle erzeugt.

Im Versuch Nr. 3 wurde rHis-StxB2e als Impfantigen bei Ferkeln eingesetzt. Variiert wurden
in diesem Immunisierungsversuch das verwendete Adjuvans (ISA 266, HL-3 oder IFA) und
der Aufreinigungsgrad von rHis-StxB2e (affinitdtschromatografisch aufgereinigtes rHis-
StxB2e oder Bakterienzelllysat des Stammes BL21(DE3)/pHIT-1V-24). Im Gegensatz zu dem
Immunisierungsversuch mit Kaninchen (Versuch Nr. 2) erwies sich ISA 266 bei Ferkeln als
bestes Adjuvans. Kein signifikanter Unterschied liel3 sich zwischen den Gruppen feststellen,
welche aufgereinigtes rHis-StxB2e oder Bakterienzelllysat des Stammes BL21(DE3, pHIT-
IV-24) erhalten hatten. Somit scheint das Adjuvans den grofdten Einfluss auf die Induktion
von Antikdrpern zu haben, wobei sich je nach Tierart ein anderes Adjuvans empfiehlt. Wie in
den oben beschriebenen Immunisierungsversuchen mit Kaninchen, wurden auch die
Serumproben der Ferkel auf ihr Potential geprift, die Zytotoxizitdt von Stx2e zu
neutralisieren. Leider konnten in Kkeiner der untersuchten Serumproben Stx2e-
neutralisierende Antikorper nachgewiesen werden. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass
die im ELISA nachgewiesenen StxB2e-spezifischen Serumantikdrper offenbar nicht in der
Lage sind, die zytotoxische Wirkung des nativen Stx2e zu verhindern, indem sie die Bindung
des Toxins an die Verozellen in vitro unterbinden. Immunisierungsversuche, bei denen
Stx2e-neutralisierende Antikorper induziert werden konnten, wurden mit Glutaraldehyd-in-
aktiviertem Holotoxin von Stx2e durchgeflhrt (MacLeod and Gyles, 1990; Tscholchiew,
2006; Waddell et al., 1988). Angaben uber die erfolgreiche Induktion Stx2e-
neutralisierender Antikérper mit StxB2e als Impfantigen liegen bisher nur von Tscholchiew
(2006) und von Ran et al. (2008) vor. Bei beiden Ansatzen war das StxB2e-Antigen
gentechnisch hergestellt und mit zusatzlichen Fusionspartnern versehen worden. So
stammte das von Tscholshiew benutzte Impfantigen aus einem E. coli-Vektorstamm, der
nicht nur das StxB2e, sondern auch das A2-Fragment von Stx2e bildete. Mit diesem Antigen
waren 4 - 5 Impfungen notwendig, bis Stx2e-neutralisierende Antikdrper in den Serumproben
der Kaninchen nachweisbar wurden. Ran et al. (2008) stellten ein rekombinantes
Fusionsprotein aus der B-Untereinheit des Stx2e und dem hitzelabilen Enterotoxin (Stx2e B-
LTB) her. Versuche an Mausen ergaben, dass die mit StxB2e-LTB immunisierten Tiere nach
einer Belastung mit Stx2e in letaler Dosis Uberlebten. Die Untersuchungen mit StxB2e
stehen somit im Gegensatz zu den Angaben in der Literatur Uber die Immunogenitat der B-
Untereinheiten von Stx1 und Stx2. So konnten mit StxB1 und StxB2 sowohl in Mausen (Imai
et al., 2004; Konadu et al., 1999) als auch in Kaninchen (Bielaszewska et al., 1997; Boyd
et al., 1991) und Affen (Suzaki et al., 2002) Antikérper induziert werden, welche den jeweils
homologen Shigatoxin-Typ in vitro zu neutralisieren vermochten. Wie bei den anderen
Shigatoxin-Typen ist nach derzeitigem Kenntnisstand auch bei Stx2e die B-Untereinheit flr
die spezifische Bindung an die Glykolipide Gb3Cer und vor allem Gb4Cer in der
Zytoplasmamembran der Zielzellen verantwortlich (De Grandis et al., 1989; Karmali, 1989;
Keusch et al., 1995; Scotland, 1991; Waddell et al., 1988). Antikorper gegen StxB2e
soliten also auch die Bindungsstellen in der B-Untereinheit maskieren und so die zur
Zytotoxizitat flhrende Ereigniskaskade an der Zielzelle bereits in der Anheftungsphase
unterbrechen. Es kommen mehrere Griinde dafiir in Frage, warum es nicht gelang, mit dem
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hergestellten rHis-StxB2e bei Impflingen Stx2e-neutralisierende Antikorper zu induzieren. So
kdnnte sich z.B. das rekombinante Produkt rHis-StxB2e in seiner raumlichen Struktur vom
natirlichen StxB2e soweit unterscheiden, dass gerade die Bindungsstelle nicht hinreichend
genau imitiert wird oder fur Antikorper nicht zuganglich ist. Bindungsversuche an Verozellen
bzw. Versuche, die Stx2e-Wirkung auf Verozellen mit dem rHis-StxB2e kompetitiv zu
hemmen, kénnten darlber Aufschluss geben, ob die Rezeptorbindungsstelle im rHis-StxB2e-
Molekil funktionsfahig ist. Einen anderen Erklarungsansatz fir das Fehlen neutralisierender
Antikérper bieten Untersuchungsergebnisse, wonach Stx2e auf Endothelzellen des
Schweins auch rezeptorunabhangig zytotoxisch wirkt (Waddell et al., 1998). Ob dieser
Befund auch auf Verozellen Ubertragbar ist, bleibt bisher unklar. Prinzipiell auszuschliel3en
ist auch nicht, dass StxB2e aus bisher unbekannten Grunden viel weniger immunogen ist als
die B-Untereinheiten von Stx1 und Stx2. Eine geordnete Zusammenlagerung der StxB2e-
Molekile zu Pentameren kénnte bei der Ausbildung wichtiger Epitope ebenfalls eine Rolle
spielen. Durch die gentechnische Fusion von StxB2e mit Markerpeptiden kénnten wichtige
Epitope zerstort werden. Die enthaltene Menge an rekombinantem StxB2e-Impfantigen im
Impfstoff kann zu gering gewesen sein. Die in dieser Studie erzielten Untersuchungs-
ergebnisse lassen jedenfalls den Schluss zu, dass das rHis-StxB2e gegenwartig zwar zum
Nachweis von Stx2e-spezifischen Antikdrpern in Serumproben geeignet ist, beispielsweise
im Rahmen der serologischen Labordiagnostik, nicht jedoch als Impfantigen zur
Immunisierung von Schweinen gegen die Odemkrankheit.

Nachweis von StxB2e-Antikorpern bei Zuchtsauen

Die vorliegende Arbeit sollte anhand des Nachweises von StxB2e-spezifischen Antikérpern
Aufschluss darlber geben, wie weit die Odemkrankheit in hessischen Zuchschweine-
bestanden verbreitet ist. Hierzu wurden randomisiert entnommene Blutproben von 1.841
Zuchtsauen aus 94 sudhessischen Ferkelerzeugerbetrieben auf das Vorkommen von rHis-
StxB2e-Antikorpern mittels ELISA untersucht. Bereits in friiheren Untersuchungen war an
geringeren Tier- und Betriebszahlen gezeigt worden, dass Schweine im Verlauf einer
natlrlichen Infektion mit EDEC in der Lage sind, StxB2e-spezifische Antikérper zu bilden
(Franke et al., 1995a; Lege, 2003; Wieler et al., 1995). Mit dem Ziel, mogliche
Risikofaktoren flir die EDEC-Belastung der Betriebe zu identifizieren, wurden zusatzlich zur
Blutprobenentnahme auch tier- und betriebsspezifische Parameter mit einem Fragebogen
systematisch erfasst und statistisch auf ihren Zusammenhang mit den serologischen
Messwerten ausgewertet.

In 93 der 94 beprobten Betriebe wurden serologisch positive Sauen identifiziert. In dem
einzigen Betrieb, an dem keine Sau StxB2e-positv reagierte, wurden aber immerhin noch
45,5 % der Sauen als serologisch fraglich eingestuft. Insgesamt 979 (53,2 %) aller
getesteten Zuchtsauen wiesen somit Stx2e-spezifische Antikérper auf. Nur 12,6 % der
Sauen waren serologisch negativ. Da die Stichproben auf randomisierter Basis und auch
nach statistischen Kriterien (70 %-ige Pravalenz seropositiver Betriebe; 95 %-ige Sicherheit
bei einer angenommenen Pravalenz von 5 % seropositiven Tieren) genommen wurden,
konnen die hier erhobenen Ergebnisse flir den slidhessischen Raum als reprasentativ
angesehen werden. Bereits Lege (2003) fand in sechs deutschen Schweinezuchtbetrieben



74 Diskussion

bei einem Uberraschend hohen Prozentsatz von 92,0 % der Muttersauen StxB2e-spezifische
Antikdrper, und zwar unabhangig davon, ob es sich aufgrund des Vorberichtes um
Odemkrankheit-Problembetriebe handelte oder um einen diesbeziglich unverdachtigen
Bestand. Die nun im Rahmen dieser Studie mit einer statistisch belastbaren
Stichprobenplanung erzielten Resultate bestatigen den von Praktikern vermittelten Eindruck,
dass die Odemkrankheit bzw. der Odemkrankheit-Erreger in deutschen Schweinezucht-
bestanden sehr haufig vorkommt. Die ermittelten Daten legen nahe, dass sich ein hoher
Prozentsatz der Zuchtschweine im Laufe ihres Lebens immunologisch aktiv mit dem Erreger
auseinandersetzen mussten. Die ermittelte Seropravalenz erscheint tGberraschend hoch. Sie
korreliert aber recht gut mit den Ergebnissen aus kulturell-bakteriologischen
Untersuchungen, in denen man EDEC oder STEC bei immerhin 14 % der gesunden und
15 — 25 % der kranken Ferkel fand, obwohl diese Tiere nur einmalig beprobt worden waren
(Appel et al., 1989; Gannon et al., 1988; Osek et al., 1999).

Bei der Untersuchung moglicher Einflussfaktoren konnten unter den tierspezifischen
Parametern (Alter der Zuchtsauen sowie Serum-lgG-Toxoplasma gondii- und Sarcocystis
sp.-Titer) nur flr die Seropravalenz von Sarcocystis sp. ein Zusammenhang statistisch
gesichert werden (Damriyasa, 2001). Antikérper gegen Sarcocystis sp. waren im
stdhessischen Raum bei 29 % der Sauen zu verzeichnen, wobei Sarcocystis sp.-positive
Sauen im Mittel einen signifikant niedrigeren StxB2e-Titer als Sarcocystis sp.-negative
Sauen aufwiesen. Da Sarcocystis sp. haufiger bei alteren als bei jlingeren Sauen
nachgewiesen wird (Damriyasa, 2001), konnte man vermuten, dass der StxB2e-Titer mit
dem Alter der Schweine korreliert ist. Dies lie sich in der Einzelanalyse und Alter
(gemessen an der Anzahl der Wiirfe der Sauen) nicht belegen. Die Ursache fir die negative
Korrelation von StxB2e und Sarcocystis sp. ist bislang nicht geklart.

Des Weiteren wurden mdgliche Zusammenhange zwischen Anti-StxB2e-Antikdrpern und
betriebsspezifischen Parametern (geographische Lage, Hygienestatus und Betriebs-
management) geprift. Mit dieser Untersuchung sollten vor allem Ansatzpunkte erkannt
werden, um EDEC-Infektionen erfolgreich bekampfen zu kdnnen. Daher wurden fur diese
Untersuchung die mittleren Titer aller Titerwerte der Sauen eines Betriebs errechnet. Bei
dem Vergleich der StxB2e-Titer-Mittelwerte zeigte sich, dass Betriebe in westlichen Kreisen
(Limburg-Weilburg-Oberland und Rheingau-Taunus-Limburg-Weiburg) im Mittel signifikant
niedrigere StxB2e-Titer als Betriebe im &stlichen Sidhessen (Main-Kinzig, Darmstadt-
Dieburg-Offenbach und Odenwald) aufwiesen. Hierfir koénnten regional unterschiedliche
Praferenzen fur bestimmte Betriebsarten ursachlich sein. Dies wurde direkt bzw. indirekt im
Fragebogen erfasst (Herkunft der Sauen bzw. Betriebsart). Es konnten dabei aber keine
signifikanten Unterschiede aufgezeigt werden. Daten zur Verbringung von Schweinen
innerhalb eines geographischen Bereiches waren nicht erhaltlich, so dass derartige
Zusammenhange leider nicht analysiert werden konnten. Von allen aufgefuhrten Parametern
erwiesen sich nur zwei bezlglich der Stx2e-Antikérperproduktion als relevant. So konnte ein
Zusammenhang zwischen der Bodenbeschaffenheit im Wartestall und dem innerbe-
trieblichen mittleren StxB2e-Titer belegt werden. Dabei wurden bei Sauen, die auf
Spaltenboden gehalten wurden, signifikant hohere Antikorpertiter detektiert als bei Tieren mit
Haltung auf Einstreu, gemischtem Bodenbelag und Boden ohne Einstreu. Die drei
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letztgenannten Bodenbeldge hatten bei nur geringfligigen Abweichungen untereinander
keinen signifikant unterschiedlichen Einfluss auf den mittleren StxB2e-Titer. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass die hygienische Beschaffenheit des Wartestalls die Zirkulation und
Persistenz von EDEC-Bakterien im Bestand stark beeinflusst. Sauen auf Spaltenbtden
haben haufiger Kontakt zu EDEC-kontaminierten Fakalien als auf anderen Bodenbelagen.
Dies ist sicherlich nicht allein auf die bauliche Beschaffenheit des Bodens zurtickzufiihren,
sondern muss im Zusammenhang mit den Gepflogenheiten der Reinigung und Desinfektion
dieses Bodentyps evaluiert werden. Eigentlich sollen Spaltenbdden bei geringem
arbeitstechnischen Aufwand verhindern, dass die Tiere mit groReren Mengen an Fakalien in
Kontakt kommen. Aber vielleicht fiihrt gerade diese Erwartungshaltung dazu, dass
Spaltenbdden seltener und weniger intensiv gereinigt und desinfiziert werden als
beispielsweise Bdden ohne Einstreu, die vordergriundig als hygienisch bedenklicher
einzustufen sind. Ein anderer Erklarungsansatz fir die Korrelation zwischen Spaltenboden
im Wartestall und hohen Anti-StxB2e-Titern ware, dass das Stallklima in den Wartestallen
mit Spaltenbdden fur die trachtigen Sauen belastender ist und dies die Entstehung von
infektiosen Erkrankungen und somit auch direkt oder indirekt EDEC-Infektionen begtinstigt
(Rokicki, 1973; Waldmann und Wendt, 2001). Allerdings muss darauf hingewiesen
werden, dass in der vorliegenden Studie nur neun Betriebe (9,6 %) Spaltenboden in ihrem
Wartebereich flir Sauen einsetzten. Die Beobachtung, dass die Anti-StxB2e-Titer in solchen
Betrieben hdher sind, sollte daher an einer gréReren Anzahl von Betrieben gezielter auf
seine Ursachen untersucht werden. Als ein weiterer Risikofaktor fiur hohe StxB2e-Titer
konnte der Befall der Zuchtsauen mit Lausen (Haematopinus suis) festgestellt werden. So
zeigten Betriebe, in denen wahrend der 5 vorangegangenen Jahre Lausbefall konstatiert
worden war, signifikant hdéhere StxB2e-Titer als Betriebe, in denen keine Lause
nachgewiesen worden waren. Hierbei ist anzumerken, dass insgesamt nur wenige Zucht-
sauen dieser Studie (2,5 %) aber 27,7 % der Betriebe einen Haematopinus-Befall aufwiesen
(Damriyasa, 2001). Als Risikofaktoren fur Lausbefall wurden in den Betrieben die
ausschliel3lich mechanische Stallreinigung (im Gegensatz zu Reinigung mit zusatzlicher
Desinfektion) und der Weidegang statistisch gesichert (Damriyasa et al., 2004). Dies
kénnten auch Faktoren sein, welche zu einer vermehrten Auseinandersetzung der Schweine
mit EDEC fuhren, die aber in der isolierten Analyse nicht erkannt werden konnten.

Management-Parameter, die einen Einfluss auf den StxB2e-Titer haben kdnnten, wurden in
der vorliegenden Studie ebenfalls untersucht. Dabei zeigte sich, dass nur das Absetzalter
der Ferkel von der Muttersau einen signifikanten Risikofaktor fur einen erhéhten StxB2e-Titer
im Betrieb darstellte. In Betrieben, in denen die Ferkel im Durchschnitt langer bei der
Muttersau verblieben, waren die AntikOrpertiter im Mittel niedriger als in Betrieben mit
friheren Absetzterminen. Offenbar missen sich Sauen in Betrieben mit spateren
Absetzterminen seltener mit EDEC auseinandersetzen als in Betrieben, in denen friher
abgesetzt wird. Vermutlich ist der EDEC-spezifische Infektionsdruck, der insbesondere von
EDEC-infizierten Absetzferkeln ausgeht, geringer, wenn die Sdugeperiode langer dauert. Um
den Absetzzeitpunkt entsteht bei Ferkeln die sogenannte immunologische Llcke, in der die
maternale Immunitat verschwindet, da die Uber das Kolostrum erworbenen Immunglobuline
physiologischerweise abgebaut werden, und die eigene, aktiv aufgebaute Immunitat noch
nicht belastbar ist (Bourne, 1976; Porter, 1986; Tizard, 2004). Die negative Korrelation



76 Diskussion

zwischen der Hohe des betrieblichen StxB2e-Titers bei Sauen und dem Absetzalter konnte
deshalb darin begriindet sein, dass die Ferkel aufgrund dieser Licke und aufgrund ihrer
schlechteren Konstitution zu den frihen Absetzterminen noch nicht so gut in der Lage sind
wie spater, die intestinale Infektion mit EDEC-Bakterien zu kontrollieren bzw. sogar
abzuwehren. Wahrscheinlich helfen in der Milch enthaltene, gegen EDEC gerichtete
Immunglobuline den Ferkeln, die kritische Phase der immunologischen Liucke zwischen der
3. und 5. Lebenswoche zu Uberstehen.

Die mit Hilfe der mehrfaktoriellen Kovarianzanalyse erfasste signifikante Beziehung zwischen
dem betrieblichen StxB2e-Antikdrpertiter und dem durchschnittlichen Absetzalter der Ferkel,
dem Lausbefund der letzten 5 Jahre sowie dem geographischen Standort des Betriebs be-
statigte die in den Einzelanalysen gefundenen Befunde. Es konnten keine weiteren Covari-
ablen mit einem signifikanten Einfluss auf den mittleren StxB2e-Titer identifiziert werden. Als
starkster Risikofaktor fur eine regelmaflige Auseinandersetzung der adulten Schweine mit
EDEC, gemessen am mittleren StxB2e-Titer eines Betriebes, wurde das durchschnittliche
Absetzalter der Ferkel identifiziert, der aber auch durch den Lausbefund und die
geographische Lage des Betriebes beeinflusst wird. Fiir Odemkrankheit-Problembetriebe
kann deshalb empfohlen werden, den Absetzzeitpunkt der Ferkel von der Muttersau auf die
5. bis 6. Lebenswoche zuverschieben.

Um zu prufen, ob bei der natirlichen Immunantwort gegen EDEC auch Stx2e-
neutralisierende Antikdrper induziert werden, wurden 200 ausgewahlte Plasmaproben der
1.841 untersuchten sudhessischen Zuchtsauen im Stx2e-Neutralisationstest untersucht.
Dabei sollte auch erfasst werden, ob anhand des im ELISA gemessenen StxB2e-Titers ein
Ruckschluss auf die Menge an Stx2e-neutralisierenden Antikdrpern in der untersuchten
Plasmaprobe gezogen werden kann. Nur mit einer einzigen, im ELISA hochtitrigen
Plasmaprobe, konnte die zytotoxische Aktivitdt von Stx2e in vitro zum Teil aufgehoben
werden. Dieser Befund ist in Anbetracht der Haufigkeit, mit der sich StxB2e-bindende
Antikérper mit dem ELISA aufsplren lieBen, sehr Uberraschend. Das Ergebnis stimmt
allerdings auch mit den publizierten Beobachtungen von Gannon et al. (1988) Uberein.
Diese Arbeitsgruppe untersuchte Serumproben von 45 Ferkeln, von denen einige sogar
EDEC fakal ausschieden, konnte aber bei keinem Ferkel Stx2e-neutralisierende Antikorper
im Serum nachweisen. Das Fehlen nahezu jeglicher Stx2e-neutralisierender Aktivitat ist
aulRerdem auch mit den Ergebnissen aus den Immunisierungsversuchen der vorliegenden
Untersuchung konsistent. Ganz offensichtlich bedeuten hohe Antikorpertiter gegen die B-
Untereinheit von Stx2e nicht, dass dadurch das Stx2e in seiner verozelltoxischen Aktivitat
neutralisiert wird. Als mdgliche Ursachen kommen in Betracht:

Der rHisStxB2e-ELISA misst AntikOrper gegen irgendein kreuzreagierendes Antigen, z.B.
Antikérper gegen den 6-His-Tag.

Der Stx2e-Neutralisationstest ist zu wenig sensitiv, um die wenigen neutralisierenden
Antikorper zu erfassen.
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Schlussfolgerungen

Die in dieser Arbeit festgestellte hohe Seropravalenz Iasst folgende Schlussfolgerungen zu:

1.

EDEC treten in deutschen Schweinezuchtbestanden haufig auf und sind sehr weit
verbreitet.

Einige der identifizierten Risikofaktoren (frGhes Absetzen der Ferkel, Nachweis von
Haematopinus suis in den letzten finf Jahren und Spaltenboden im Wartebereich der
Sauen sowie die Lokalisation der Betriebe im westlichen Bereich Sidhessens) konnten
fur Problembetriebe Ansatzpunkte fiir Sanierungsmaflinahmen bieten.

Bei den derzeit in Deutschland zirkulierenden EDEC-Isolaten scheint es sich um einen
sehr heterogenen Pool von Erregern zu handeln, da neben Stx2e kein weiterer
Virulenzfaktor identifiziert werden konnte, der bei allen Erregern vorhanden war. Daher
kann ausschlief3lich das Stx2e als mogliches Zielantigen fir Diagnostika oder Vakzine
angesehen werden.

Die rekombinant hergestellte B-Untereinheit von Stx2e (rHis-StxB2e) konnte als
Impfantigen bei Kaninchen und Ferkeln StxB2e-spezifische Antikérper induzieren.
Allerdings waren die gebildeten Antikorper nicht in der Lage, Stx2e in vitro zu
neutralisieren. Mit Hilfe des rHis-StxB2e-ELISA war es moglich, eine groRe Anzahl von
Schweinen auf StxB2e-spezifische Antikérper zu untersuchen. Da im Rahmen einer
natirlichen Infektion mit EDEC anscheinend nur sehr geringe Mengen an Stx2e-
neutralisierenden Antikorpen gebildet werden, bietet der rHis-StxB2e-ELISA bei der
Erfassung der Seropravalenz gegeniiber dem Stx2e-Neutralisationstest erhebliche
Vorteile.

Zukunftige Untersuchungen sollten sich insbesondere mit der Entwicklung einer
inaktivierten Stx2e-Vakzine auf Basis des Stx2e-Holotoxins beschaftigen, da die B-
Untereinheit des Stx2e alleine, kein hinreichend protektives Impfantigen zu sein scheint.

Daneben sollten eine routinemafige Kontrolle der Schweine auf Ektoparasiten erfolgen
und gegebenenfalls entsprechende Behandlungen durchgefihrt werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Odemkrankheit (syn. Colienterotoxadmie) ist eine weltweit vorkommende, wirtschaftlich
verlustreiche Infektionskrankheit der Schweine, von der bevorzugt Ferkel wahrend der ersten
beiden Wochen nach dem Absetzen von der Mutter betroffen sind. Erreger der Erkrankung
sind die sog. "edema disease" Escherichia coli (EDEC). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollten derzeit in Deutschland zirkulierende EDEC-Stdmme auf gemeinsame Virulenz-
faktoren untersucht werden, die als mogliche Antigene fur Diagnostika bzw. Vakzine einge-
setzt werden konnten. Ferner sollte die EDEC-Seropravalenz in hessischen Zuchtsauen-
bestanden bestimmt werden.

E. coli-Isolate (n=1.428) aus den Kotproben erkrankter Schweine wurden mit kulturell-
bakteriologischen und molekularbiologischen Methoden auf das Vorhandensein der Gene fur
Stx2e, Fimbrien (F4, F5, F6, F18 und F41), Intimin, E. coli-Enterotoxine, a-Hamolysin und O-
Antigene untersucht. 164 (11,5 %) Isolate wurden als STEC identifiziert, wobei alle Isolate
Stx2e kodierten, das fir die Odemkrankheit verantwortlich ist. Von diesen Isolaten besaRen
insgesamt 89 (54,3 %) Isolate auch ein (2,4 %), zwei (46,3 %) oder drei (5,5 %) E. coli-
Enterotoxingene. Am haufigsten wurde das hitzestabile E. coli-Enterotoxin ST-Il (52,4 %)
nachgewiesen. 146 (89,0 %) STEC-Stamme waren fedA (F18-Fimbrien) positiv. Kein Isolat
besal} eines der anderen untersuchten Fimbriengene (F4, F5, F6 und F41) oder das eae-
Gen. Unter Verwendung von acht polyvalenten Testseren konnte bei 139 STEC-Isolaten
(85 %) der O-Typ bestimmt werden. Hier traten vor allem die O-Antigene O141 (51,2 %),
0139 (19,5 %) und 0138 (7,9 %) auf. E. coli-Stamme der O-Gruppen 0147 (4,3 %), 0149
(1,2 %) und O157 (0,6 %) kamen seltener vor. a-Hamolysin auf Schafblut-Agar zeigten 153
(93,3 %) STEC-Isolate. Insgesamt 124 (75,6 %) STEC-Isolate konnten anhand der
Schlisselmerkmale stx2e und fedA als typische EDEC-Stamme identifiziert werden.

Um EDEC-spezifische Antikorper bei Schweinen messen zu kénnen, wurde ein ELISA (rHis-
StxB2e-ELISA) etabliert, in dem die B-Untereinheit von Stx2e als stationdres Fangantigen
eingesetzt wurde. Das Antigen wurde auf gentechnischem Wege als rekombinantes,
Histidin-markiertes Fusionsprotein hergestellt und affinitatschromatografisch aufgereinigt. In
drei verschiedenen Immunisierungsmodellen wurde rHis-StxB2e auch als Impfantigen an Ka-
ninchen (n = 11) und Ferkeln (n = 30) eingesetzt, um es auf seine Immunogenitat zu prifen.
In den Versuchen wurden die Parameter Antigenkonzentration und Aufreinigungsgrad sowie
Adjuvans (ISA 266, IMS 1313, inkomplettes Freundsches Adjuvans und HL-3) variiert. Jeder
Impfling reagierte auf die Verimpfung von rHis-StxB2e mit der Bildung von Immunglobulinen,
was sich im rHis-StxB2e-ELISA als hochsignifikante Serokonversion manifestierte. Mit der
einzigen Ausnahme eines Kaninchens, waren Stx2e-neutralisierende Antikrper in den
Immunseren jedoch nicht nachweisbar.

Zur Bestimmung der Seropravalenz wurden 94 Schweinezuchtbetriebe in Hessen durch
Randomisierung zur Beprobung ausgewahlt. Die Anzahl der je Betrieb zu beprobenden
Sauen richtete sich nach der HerdengroBe. Dabei sollte bei einer angenommenen
innerbetrieblichen Seropravalenz von 5 % mit 95 %-iger Sicherheit wenigstens ein positives
Tier erfasst werden. Insgesamt wurden Blutproben von 1.841 Zuchtsauen mit dem rHis-
StxB2e-ELISA auf Stx2e-spezifische Antikdrper untersucht. Seropositive Zuchtsauen
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konnten in 93 Betrieben ermittelt werden. In 87,2 % der Betriebe reagierten mindestens 25 %
der Zuchtsauen seropositiv, in 53,2 % mindestens 50 % und in 22,3 % sogar mehr als 75 %
der Zuchtsauen. Die statistische Prifung betrieblicher Einflussfaktoren auf die Seropravalenz
ergab, dass der Anteil seropositiver Sauen in Betrieben, die Einstreu im Wartestall
verwendeten, geringer war als in Betrieben ohne Einstreu (p <0,05). Ferner war die
Seropravalenz in Betrieben der drei sidwestlich gelegenen Landkreise im Mittel signifikant
hoher als in den Betrieben der norddstlichen Kreise der Untersuchungsregion (p < 0,05). Das
Absetzalter der Ferkel war negativ mit dem innerbetrieblichen StxB2e-Titer Kkorreliert
(p < 0,05). Andere Faktoren wie die Betriebsart (geschlossener versus offener Betrieb), die
Herkunft der Sauen (eigene Nachzucht versus Zukauf), die Verwendung von Einstreu im
Abferkelstall, die Reinigungsintensitat oder die durchschnittiche Anzahl der Geburten pro
Sau und Jahr hatten keinen statistisch nachweisbaren Einfluss.

Nach diesen Ergebnissen sind EDEC in deutschen Schweinezuchtbestanden sehr weit
verbreitet. Neben dem Hauptvirulenzfaktor Stx2e gibt es keinen Marker, den alle EDEC
besitzen und der sich als weiteres stammubergreifendes Zielantigen fur Diagnostika bzw.
Therapeutika anbieten wirde. Das rHis-StxB2e-Molekll erwies sich in Immunisierungs-
versuchen als immunogen aber nicht protektiv und war als Fangantigen im ELISA sehr gut
zur Diagnostik geeignet. Die mit dem rHis-StxB2e-ELISA erfasste EDEC-Seropravalenz in
sudhessischen Schweinezuchtbetrieben zeigte, dass innerhalb der Betriebe deutliche Unter-
schiede im Anteil seropositiver Sauen vorlagen. Die Abschaffung der identifizierten
Risikofaktoren (geringes Absetzalter der Ferkel, Lausbefall und Bodenbeschaffenheit) konnte
Landwirte bei der Bekampfung der Odemkrankheit unterstiitzen.
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6 SUMMARY

Edema disease is an infectious disease of pigs that causes significant economic losses in
breeding farms worldwide. Piglets during the first two weeks after weaning are most
vulnerable for this disease. Certain Escherichia coli strains, designated as "edema disease
Escherichia col" (EDEC), represent the etiological agent of edema disease which is also
termed E. coli enterotoxaemia. The aim of the present study was to investigate circulating
EDEC strains in Germany for common virulence factors that could be used as possible
antigens for diagnostics and/or vaccines. Furthermore, the seroprevalence of EDEC in pig
breeding farms in Hesse (Germany) should be determined.

Fecal Escherichia coli isolates (n = 1.428) from piglets with edema disease were screened by
cultural bacteriological and molecular biological methods for the genes of Stx2e, adhesive
fimbriae (F4, F5, F6, F18 and F41), intimin, E. coli enterotoxins, a-hemolysin and O antigens.
A total of 164 (11.5 %) isolates were identified as shigatoxin-encoding E. coli (STEC),
whereby all these isolates encoded for the Stx2e type of shigatoxins which is responsible for
the edema disease of pigs. From these isolates, 89 (54.3 %) isolates tested positive for one,
(2.4 %), two (46.3 %) or three (5.5 %) enterotoxin genes. The heat-stable E. coli enterotoxin
ST-1l (52.4 %) was most frequently detected. 146 (89.0 %) STEC isolates proved positive for
fedA (F18-fimbria) while no STEC isolate habored a gene for any other tested fimbriae (F4,
F5, F6 and F41) or the eae gene. Using eight polyvalent test sera the O-type could be
determined in 139 STEC isolates (85 %). Here, O-antigens 0141 (51.2 %), 0139 (19.5 %)
and 0138 (7.9 %) occurred most often while E. coli isolates with O-antigens 0147 (4.3 %),
0149 (1.2 %) and O157 (0.6 %) were less frequent. The majority of STEC isolates (n = 153;
93.3 %) showed an a-hemolysin phenotype on sheep blood agar. On the basis of the key
features stx2e and fedA a total of 124 (75.6 %) STEC isolates could be classified as typical
EDEC strains.

In order to quantify EDEC specific antibodies in pigs an ELISA (rHis-StxB2e-ELISA) was
established. In this assay the B-subunit of Stx2e was used as immobilized test antigen. The
antigen was produced as recombinant histidine-tagged fusion protein by genetic engineering
and purified from bacterial cultures by affinity chromatography. To test its immunogenicity,
the rHis-StxB2e was inoculated into rabbits (n = 11) and piglets (n = 30) in three different
models of immunization. In these assays, several parameters were varied, in particular
antigen concentration and purification grade as well as adjuvants (ISA 266, IMS 1313,
incomplete Freund’s adjuvant and HL-3). Each treated animal reacted to the inoculation of
rHis-StxB2e by the production of antibodies which manifested itself as highly significant
seroconversion in the rHis-StxB2e-ELISA. With the exception of one rabbit, Stx2e-
neutralizing antibodies were not detected in the immune sera of any animal.

To determine the seroprevalence, 94 pig-breeding farms in Hesse were randomly selected
for sampling. The number of sows to be tested on each farm depended on the herd size. At
an anticipated in-plant seroprevalence of 5 % at least one animal should test positive with
95 % reliability among the animals tested. Thus, a total of 1.841 breeding sows were tested
for Stx2e-specific antibodies with the rHis-StxB2e-ELISA. Seropositive breeding sows could
be determined in 93 farms. In 87.2 % of the farms at least 25 % the breeding sows reacted
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seropositive, in 53.2 % at least 50 % and in 22.3 % even more than 75 %. Statistic analysis
of operational factors for their putative effect on the in-plant seroprevalence revealed that the
earlier piglets were weaned the higher was the mean anti-rHis-StxB2e titer in a farm
(p = 0.013). Furthermore, the portion of seropositive sows was lower in farms where straw
bedding was used in the dry sow house than in farms with strawless bedding (p < 0.05).
Additionally, the seroprevalence was significantly higher in farms of the three south-western
districts than in farms of the north-eastern districts of the investigation region (p < 0.05).
Other factors like farm type (closed vs. open farms), origin of sows (own offspring vs.
additional purchase), use of straw bedding in the farrowing house, cleaning regime as well as
average number of births per sow and year had no measurable influence.

According to these results, EDEC is far common in German pig breeding stocks. Beside the
major virulence factor Stx2e there is no other marker that is present in all EDEC strains and
therefore may be suitable as an EDEC specific target antigen for diagnostics and/or
therapeutics. The rHis-StxB2e antigen is immunogenic and highly valuable as a test antigen
in the ELISA. However, this antigen does not provoke the production of Stx2e-neutralizing
antibodies. The EDEC serum prevalence in pig breeding farms in southern Hesse shows
significant differences between the farms as seized with the rHis-StxB2e-ELISA. The
abolishment of the identified risk factors (weaning age of the piglets, lice infestations and
floor conditions) could support farmers in their efforts to prevent and control porcine edema
disease.
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8 ANHANG

8.1 Nahrmedien zur Anzucht von Bakterien

Blutagar

Blut-Agar 50g
Schafschuttelblut 50 ml
A. dest. ad 1.000 ml
Luria-Bertani-Agar

NaCl 59
Hefe-Extract 59
Bacto-Trypton 1049
NaOH 1N 4 ml
Bacto-Agar 16 g
A. dest. ad 1.000 ml
Luria-Bertani-Medium (pH 8,2)

NaCl 1049
Hefe-Extrakt 59
Bacto-Trypton 10g
A. dest. ad 1.000 ml
8.2 Puffer und Lésungen

Acrylamidlésung |

Acrylamid 46,59
Bisacrylamid 39
A. dest. ad 100 ml
Acrylamidlésung Il

Acrylamid 48,09
Bisacrylamid 1,59
A. dest. ad 100 ml
Anodenpuffer fiir Tricine-PAGE (pH 8,9)

Tris-HCI 24,23 g
A. dest. ad 1.000 ml
Anodenpuffer |

Tris (1 M) 300 ml
Methanol 200 ml
A. dest. ad 1.000 ml
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Anodenpuffer Il

Tris (1 M) 25 ml
Methanol 200 ml
A. dest. ad 1.000 ml
Blockpuffer

BSA 0,29
PBS-Tween 20 ml
Coating-Puffer

Karbonatstammlésung A 85 ml
Karbonatstamml&sung B 40 ml
A. dest. ad 500 ml
Elektrophoresepuffer (50-fach TAE)

Tris 242 g
Essigsaure 571g
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100 mi
A. dest. ad 1.000 ml
Elutionspuffer (pH 3,0)

NaCl 8,77 g
Citronenséaure 15,76 g
NazHPO4‘2H20 6,68 g
Glycerin, 99 %ig 25 ml
A. dest. ad 500 ml
Entfarbelésung

Essigsaure, 96 %ig 100 ml
A. dest. ad 1.000 ml
Farbelésung

Essigsaure, 96 %ig 100 ml
Serva Blue G 5mg
A. dest. ad 1.000 ml
Fixierlésung

Ethanol 250 ml
Essigsaure, 96 %ig 50 ml
A. dest. ad 500 ml
HEPES-Puffer Stammlosung (10 x, pH 7,4)

NacCl 40 g
KCI 159
HEPES 1199
D-Glukose (wasserfrei) 10g

A. dest

ad 500 ml
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HEPES-Puffer (1 x, pH 7,4)

HEPES-Puffer-Sammlésung 50 mi
A. dest ad 500 ml
Karbonatstammlésung A

Na,CO3; 2129
A. dest. ad 100 ml
Karbonatstammlésung B

NaHCO; 1,68 g
A. dest. ad 100 ml
Kathodenpuffer fiir Blotting

Tris 25 ml
6-Aminocapronsaure 525¢
Methanol 200 ml
A. dest. ad 1.000 ml
Kathodenpuffer fiir Tricine-PAGE

Tris 2423 g
Tricine 35,84 ¢
SDS 29
A. dest. ad 2.000 ml
Lysepuffer (pH 8,0)

Harnstoff 240,24 g
NaH2PO4'H20 619 g
Tris 0,69
A. dest. ad 500 ml
MTT-Stammlésung

MTT 0,59
PBS (1-fach) 100 ml
NaCl-Lésung (0,89 %)

NaCl 8949
A. dest. ad 1.000 ml
PBS (10-fach)

NaCl 100 g
KCI 259
KH2P04 2,5 g
NazHPO4'2H20 189
A. dest. ad 1.000 ml
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PBS (1-fach)
PBS (10 x)
A. dest.

PBS-Tween (pH 7,2)
NazHPO4‘2H20
NaH2P04‘2H20
NaCl

Tween 20

A. dest.

Proteinprobenpuffer
Tris-HCI (pH 6,8)
SDS

Glycerin
Mercaptoethanol
Serva Blue G

SDS-Losung (10 %)
Natriumdodecylsulfat
HCI1 N
A. dest.

SDS-Losung (1 %)
Natriumdodecylsulfat
NaCl

Substratlosung 1
Chloronapthol
PBS (1 x)

HZOZ

Substratlésung 2
Chloronapthol
PBS (1 x)

H20,

Substratpuffer (pH 4,2)
C6H807'H20
NazHPO4‘2H20

A. dest.

TE-Puffer-2 (pH 8,0)
Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)

100 ml
ad 1.000 ml

1,00 g

0,94 g
16,36 g

1 mi

ad 2.000 ml

50 mM
4 % wiv
12 % viv

2 % viv

5 mg/I

100 g
10 ml
ad 1.000 ml

0,5¢
ad 50 ml

2 mi
8 ml
5ul

3ml
7 ml
5 ul

2,34 ¢
5,094
ad 500 ml

10 mM
1TmM
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Tricine-Sammelgel (4 %)

Tris-HCI pH 8,4 (3 M) 1 ml
Acrylamid-Lésung |l 350 pl
A. dest. 2,75 ml
APS (10 %) 50 pl
TEMED 2,50 pl
Tricine-Trenngel (10 %)

Tris-HCI pH 8,4 (3 M) 5ml
Glycerin (87 %) 2ml
Acrylamid-L6sung | 3 mi
A. dest. 5 ml
APS (10 %) 115 pl
TEMED 11,5 pl
Trypanblau-L6ésung

Trypanblau 0,20 g
NaCl-Lésung 1.000 ml
Waschpuffer (pH 6,0)

NaCl 8,77 g
Citronensaure 210g
Na;HPO,4+2H,0 13,359
Glycerin 25 ml
A. dest. ad 500 ml
Zellkulturmedium 1

RPMI 1640 880 ml
FCS 100 mi
Penicillin(100. IE/ml)/Streptomycin(10,000 ug/ml)-Lésung 10 ml
Glutamin-Lésung (200 mM) 10 ml
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8.3 Einzelwerte aus dem rHis-StxB2e-ELISA

Tabelle 21: Rohdatenliste der Ergebnisse im rHis-StxB2e-ELISA
Be- Be- Be-

stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-
Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %]
104 51 19,33 121 238 13,16 124 225 28,20
104 52 32,91 121 239 11,05 124 226 30,52
104 53 14,48 121 240 25,27 124 227 59,28
104 54 20,20 121 241 17,65 124 228 45,00
104 55 20,94 121 242 17,00 124 229 25,19
104 56 22,25 121 243 18,22 125 41 32,35
104 57 28,44 121 244 17,59 125 42 20,98
104 58 30,37 121 245 35,46 125 43 27,53
104 59 28,98 121 246 21,27 125 44 35,13
104 60 43,21 121 247 29,38 125 45 21,53
104 61 14,69 121 248 22,30 125 46 33,76
104 62 25,29 121 249 37,26 125 47 89,79
104 63 17,58 121 251 23,90 125 48 17,43
106 2 20,84 121 252 21,10 125 49 19,77
106 3 19,16 121 253 23,04 125 50 43,94
106 5 12,76 122 1 36,04 125 51 35,51
106 7 25,98 122 3 20,18 125 52 15,68
106 9 28,13 122 4 34,17 125 53 20,90
106 10 31,72 122 5 29,64 127 26 29,04
106 11 21,99 122 6 23,21 127 27 17,18
106 15 12,81 122 7 29,24 127 28 18,90
106 16 16,14 122 8 22,35 127 29 26,61
106 17 9,67 122 9 19,08 127 30 31,24
106 25 23,15 122 10 19,86 127 31 27,91
116 189 6,83 122 11 35,29 127 32 28,82
116 190 13,13 122 12 24,71 127 33 22,31
116 191 11,08 122 13 23,42 127 34 18,90
116 192 36,63 122 14 14,84 127 35 11,68
116 193 33,43 122 15 21,81 127 36 16,23
116 194 27,43 122 16 15,41 127 37 16,97
116 195 18,82 122 17 16,59 127 38 48,05
116 196 24,16 122 18 18,85 127 39 23,66
116 197 26,88 122 19 31,09 127 40 27,08
116 198 16,64 122 20 28,98 128 290 27,19
116 199 25,70 122 21 28,57 128 291 21,54
116 200 22,73 122 22 16,58 128 292 14,51
116 201 16,39 122 23 21,76 128 293 24,72
116 202 22,77 124 30 20,10 128 294 12,01
116 203 15,32 124 31 18,22 128 295 4,33
116 204 12,98 124 32 26,01 128 296 14,59
116 205 8,03 124 218 11,52 128 297 7,85
116 206 6,75 124 219 13,40 128 298 9,70
116 207 5,09 124 220 26,93 128 299 7,26
116 208 18,79 124 221 15,21 128 300 20,02
121 234 16,19 124 222 34,37 128 301 18,11
121 236 28,59 124 223 25,01 128 302 16,21
121 237 21,05 124 224 14,46 128 303 14,94
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Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr. Titer [Std. %]
128 304 5,03 139 101 31,41 154 92 10,43
134 103 32,33 139 102 18,42 154 93 29,07
134 105 38,38 144 1 16,80 155 1 34,04
134 107 50,88 144 3 19,13 155 11 26,82
134 108 15,70 144 4 25,45 155 12 22,15
134 109 24,80 144 5 38,32 155 13 22,18
134 110 24,52 144 6 13,63 155 15 21,49
134 111 43,86 144 7 14,46 155 16 24,12
134 112 41,13 144 8 20,56 155 17 25,43
134 115 43,06 144 9 15,54 155 19 21,77
134 116 32,78 144 10 19,53 155 20 26,11
134 118 25,16 144 11 17,27 155 22 28,28
134 119 22,95 144 12 33,99 155 24 25,95
134 121 23,62 144 13 13,76 155 25 33,99
134 122 26,61 144 14 12,77 155 26 22,30
136 114 17,04 144 15 13,01 155 27 24,80
136 115 39,20 144 16 12,00 155 28 22,06
136 116 7,30 144 17 14,72 155 29 24,77
136 117 34,31 144 18 21,92 155 30 33,88
136 118 20,26 144 19 13,55 155 31 25,60
136 119 9,66 144 20 14,96 155 32 26,32
136 120 21,24 144 21 34,38 155 33 20,40
136 121 32,53 144 22 22,38 155 34 21,02
136 122 17,01 144 23 12,98 155 35 65,09
136 123 10,11 144 24 6,49 155 36 43,87
136 124 17,18 144 25 18,23 155 37 44,25
136 125 35,43 148 21 20,19 155 38 30,37
136 126 29,40 148 22 27,52 155 39 46,31
136 127 16,66 148 23 31,75 155 40 46,79
136 128 13,04 148 24 29,15 161 21 39,18
136 129 15,74 148 25 13,28 161 22 38,24
136 130 13,39 152 50 25,14 161 23 29,69
136 131 41,84 152 51 20,43 161 24 42,78
136 132 17,65 152 52 13,63 161 25 25,53
136 133 17,59 152 53 19,09 161 26 36,41
139 83 28,07 152 54 16,79 161 27 35,82
139 84 35,15 152 55 17,84 161 28 45,31
139 85 28,45 152 56 16,07 161 29 45,43
139 86 20,00 152 57 16,10 161 30 24,01
139 87 26,35 152 58 13,67 161 31 28,48
139 88 23,94 152 59 15,37 161 32 33,13
139 89 23,83 152 60 17,63 161 33 41,66
139 90 20,09 154 81 9,92 161 34 64,20
139 91 18,06 154 82 10,38 161 35 34,92
139 92 24,21 154 83 11,69 161 36 38,63
139 93 30,42 154 84 11,14 161 37 44,51
139 94 23,38 154 85 11,14 161 38 36,10
139 95 2597 154 86 10,78 161 39 40,86
139 96 110,51 154 87 9,68 161 40 44,31
139 97 23,65 154 88 7,50 162 61 33,52
139 98 13,73 154 89 7,61 162 62 32,12
139 99 15,67 154 90 21,92 162 63 43,38
139 100 22,91 154 N 8,38 162 64 51,94




Anhang 105
Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %]
162 65 23,87 174 213 43,60 222 21 19,27
162 67 26,26 174 214 42,60 222 22 31,50
162 68 35,27 174 215 41,80 222 23 14,70
162 69 41,59 174 216 42,15 222 24 24,41
162 70 25,88 174 217 23,60 222 25 27,54
162 71 29,85 207 8 28,34 231 1 53,78
162 72 42,09 207 9 29,08 231 2 25,45
162 73 17,84 207 10 27,93 231 4 21,58
162 74 33,26 207 11 29,23 231 5 23,93
171 177 21,74 207 12 19,88 231 6 26,32
171 178 25,37 207 13 16,18 231 7 49,78
171 179 20,43 207 16 18,80 231 8 25,49
171 180 23,82 207 17 29,08 231 9 24,64
171 181 29,27 207 18 26,40 231 10 29,26
171 182 30,82 207 19 21,92 231 11 22,28
171 183 38,10 207 20 21,43 231 12 34,28
171 184 33,55 207 21 2547 231 14 32,03
171 185 25,55 207 22 30,43 231 15 38,96
171 186 33,02 207 23 37,95 231 16 34,73
171 187 40,69 207 24 21,68 231 17 26,94
171 188 36,08 207 25 10,90 231 18 20,07
171 189 38,31 207 26 17,50 231 19 23,62
171 190 21,38 207 27 21,41 231 20 31,64
171 191 25,50 207 28 32,13 232 21 18,54
171 192 13,10 207 29 26,86 232 22 15,02
171 193 27,71 207 30 24,95 232 23 13,21
171 194 20,57 207 31 21,68 232 24 8,92
171 195 17,90 207 32 40,41 232 25 41,26
171 196 20,72 207 33 20,32 232 26 12,70
171 197 24,40 208 17 28,01 232 27 13,78
173 1 34,56 208 18 2547 232 28 23,82
173 2 41,60 208 19 31,28 232 29 16,24
173 3 33,17 208 20 29,15 232 30 37,91
173 4 46,18 208 22 17,83 232 31 35,18
173 5 27,34 222 1 21,67 232 32 31,80
173 46 34,58 222 2 26,85 232 33 29,13
173 47 30,75 222 3 29,21 232 34 32,22
173 48 40,36 222 4 24,61 232 35 17,22
174 198 37,67 222 5 25,45 232 36 24,90
174 199 32,08 222 6 10,84 232 37 20,36
174 200 33,44 222 7 14,19 232 38 35,51
174 201 25,36 222 8 55,86 232 39 25,67
174 202 51,08 222 9 18,00 232 40 18,05
174 203 43,69 222 10 21,21 235 1 41,05
174 204 41,30 222 1 23,85 235 2 45,17
174 205 38,33 222 12 29,68 235 3 30,26
174 206 31,88 222 13 31,16 235 4 27,81
174 207 36,65 222 14 14,27 235 5 27,23
174 208 42,84 222 15 31,95 235 6 16,42
174 209 42,56 222 16 14,56 235 7 20,97
174 210 39,55 222 17 37,09 235 8 26,29
174 211 39,19 222 18 18,48 235 9 27,84
174 212 31,44 222 19 18,45 235 10 26,09




106 Anhang

Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr. Titer [Std. %]
235 11 28,89 241 29 23,23 302 19 41,52
235 12 27,90 241 30 13,44 302 20 37,98
235 13 26,67 241 32 23,31 302 21 17,80
235 14 37,10 241 33 19,89 302 22 19,72
235 15 18,46 241 35 39,30 302 23 19,75
235 16 17,85 241 36 25,07 302 24 19,58
235 17 19,62 241 37 25,05 302 25 19,64
235 18 24,18 241 38 21,06 308 1 28,08
235 19 21,79 241 39 26,74 308 2 45,25
235 20 35,02 241 40 23,42 308 4 30,92
238 41 18,57 301 1 35,18 308 7 28,18
238 42 17,07 301 2 44,26 308 8 23,99
238 43 13,28 301 3 49,31 308 9 33,49
238 44 13,55 301 4 29,95 308 10 30,84
238 45 13,58 301 5 48,77 308 12 28,00
238 46 13,82 301 6 30,75 308 13 14,43
238 47 8,69 301 7 39,96 308 14 14,05
238 48 17,23 301 8 49,78 308 15 12,30
238 49 33,17 301 9 41,30 308 16 16,64
238 50 15,02 301 10 53,67 308 17 28,92
238 51 19,98 301 11 25,15 308 20 20,51
238 52 12,00 301 12 65,28 308 21 20,89
238 53 15,05 301 13 41,06 308 22 16,12
238 54 29,48 301 14 30,89 308 24 20,82
238 55 12,78 301 15 45,60 308 25 10,63
238 56 14,39 301 16 30,69 308 26 20,64
238 57 13,01 301 17 41,99 308 28 35,24
238 58 11,71 301 18 39,02 308 29 24,46
238 59 17,38 301 19 59,71 308 30 22,78
238 60 11,71 301 20 47,31 308 31 20,02
241 1 18,31 301 21 32,92 308 32 21,37
241 2 41,68 301 22 29,65 308 33 17,67
241 3 31,41 301 23 33,80 308 34 14,27
241 4 25,13 301 24 38,16 320 26 28,48
241 5 21,23 301 25 54,11 320 27 20,97
241 6 21,37 302 1 21,61 320 29 20,49
241 7 18,05 302 2 13,45 320 30 40,77
241 8 25,63 302 3 10,64 320 32 23,54
241 9 18,19 302 4 22,54 320 33 26,71
241 10 21,92 302 5 21,81 320 34 22,88
241 11 21,89 302 6 25,56 320 35 32,69
241 13 20,62 302 7 27,02 320 36 26,29
241 15 15,36 302 8 27,66 320 39 24,00
241 16 16,77 302 9 20,79 320 41 33,38
241 17 27,26 302 10 17,43 320 42 29,79
241 18 20,96 302 11 33,68 320 43 25,93
241 19 23,23 302 12 25,10 320 45 38,09
241 20 20,82 302 13 19,41 327 26 29,90
241 21 21,97 302 14 23,69 327 27 20,44
241 23 25,33 302 15 31,11 327 28 20,68
241 24 26,01 302 16 28,10 327 29 22,37
241 25 16,84 302 17 29,77 327 30 20,88
241 26 24,44 302 18 41,71 327 31 19,10




Anhang 107

Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %]
327 32 27,57 405 66 28,79 417 4 17,34
327 33 27,20 405 67 22,38 417 5 22,34
327 34 27,84 405 68 11,69 417 6 22,71
327 35 22,77 405 69 9,82 417 7 22,80
327 36 26,56 405 70 12,23 417 8 37,62
327 37 26,91 405 71 14,46 417 9 30,84
327 38 15,49 405 72 30,84 417 11 29,40
327 39 24,23 405 73 38,77 417 13 9,15
327 40 10,99 405 74 34,11 417 14 29,55
327 41 38,45 405 75 23,15 417 15 30,72
327 42 36,88 405 76 32,91 417 16 43,92
327 43 38,10 405 77 20,84 417 17 26,11
327 44 19,41 405 78 33,54 417 18 40,64
327 45 12,83 405 79 37,43 417 19 27,26
327 46 34,90 405 80 37,72 417 20 25,86
327 47 9,89 405 81 13,52 417 21 20,73
327 48 21,07 405 82 9,59 417 22 21,72
327 49 15,79 405 83 17,48 417 23 23,93
327 50 12,74 405 84 33,06 417 24 27,23
402 1 30,38 405 85 32,83 417 25 28,75
402 2 21,36 405 86 21,12 419 1 26,73
402 3 22,11 405 87 17,28 419 2 25,96
402 4 19,84 405 88 36,12 419 3 33,87
402 5 21,94 405 89 20,95 419 4 18,40
402 6 23,66 405 90 25,93 419 5 21,26
402 7 18,15 407 26 14,72 419 6 18,10
402 8 24,22 407 27 21,07 419 7 18,19
402 9 24,79 407 28 26,39 419 8 21,17
402 10 19,30 407 29 24,99 419 9 27,00
402 1 17,94 407 30 28,57 419 10 18,43
402 12 31,03 407 31 29,86 419 11 22,05
402 13 21,51 407 32 33,90 419 12 36,10
402 14 22,85 407 33 25,53 419 13 26,06
402 15 35,44 407 34 23,35 419 14 17,49
402 16 27,00 407 35 24,57 419 15 26,36
402 17 25,83 407 36 43,60 419 16 13,68
402 18 37,53 407 37 40,46 419 17 24,90
402 19 16,97 407 38 23,53 419 18 12,08
402 20 46,10 407 39 23,79 419 19 16,33
405 51 25,82 407 40 31,32 419 20 12,87
405 52 28,37 407 41 29,21 419 21 10,63
405 53 39,49 407 42 23,97 419 22 10,74
405 55 48,40 407 43 23,34 419 23 14,93
405 56 46,00 407 44 23,25 419 24 10,71
405 57 27,24 407 45 26,08 419 25 26,60
405 58 28,24 407 46 23,58 429 1 19,81
405 59 20,96 407 47 23,85 429 2 38,16
405 60 27,38 407 48 29,66 429 3 44,07
405 61 30,23 407 49 31,21 429 4 16,77
405 62 36,41 407 50 30,20 429 5 62,95
405 63 30,31 417 1 28,29 429 7 16,73
405 64 18,76 417 2 20,78 429 8 23,63
405 65 24,68 417 3 25,85 429 9 19,17




108 Anhang

Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr. Titer [Std. %]
429 10 22,75 436 16 70,95 505 24 49,17
429 11 20,07 436 17 49,48 505 25 29,66
429 12 26,98 436 18 19,98 508 1 34,62
429 13 28,97 436 19 17,29 508 2 39,05
429 14 23,97 436 20 18,61 508 3 25,91
429 15 23,37 436 21 60,76 508 5 31,72
429 16 30,01 436 22 26,30 508 6 27,28
429 17 26,04 436 23 87,87 508 7 22,59
429 18 9,97 436 24 29,95 508 8 40,07
429 19 17,58 436 25 24,53 508 9 33,94
429 20 20,68 436 26 44,22 508 10 26,70
429 21 15,57 436 27 23,61 508 11 30,57
429 22 29,30 436 28 35,74 508 12 31,99
429 23 17,91 436 29 37,34 508 13 33,44
429 24 30,85 436 30 24,45 508 14 22,95
429 25 15,16 503 1 22,62 508 15 33,12
429 26 21,36 503 2 38,13 508 16 21,45
429 27 70,19 503 3 21,72 508 17 42,25
429 28 53,92 503 4 19,74 508 18 29,51
429 29 44,63 503 5 24,30 508 19 39,65
434 51 53,86 503 6 39,73 508 20 30,72
434 52 19,91 503 7 30,08 508 21 22,98
434 53 29,26 503 8 20,10 508 22 23,84
434 54 65,66 503 9 23,52 508 26 28,98
434 55 46,57 503 10 2313 508 27 19,82
434 56 36,32 503 11 16,19 508 28 24,95
434 57 47,55 503 12 24,67 508 29 21,13
434 58 69,62 503 13 13,48 508 30 39,03
434 59 76,05 503 14 33,71 509 12 4327
434 60 73,73 503 15 25,05 509 13 39,81
434 61 46,33 503 16 28,91 509 14 20,86
434 62 42,70 503 17 31,28 509 16 36,66
434 63 54,59 503 18 25,38 509 17 85,55
434 64 107,16 503 19 46,10 509 18 53,81
434 65 40,74 503 20 21,97 509 19 41,90
434 66 66,24 505 1 23,21 509 22 34,58
434 68 51,86 505 2 25,30 509 23 20,66
434 69 119,24 505 3 26,88 518 1 24,82
434 70 40,54 505 4 18,81 518 2 50,40
434 72 25,79 505 5 34,78 520 1 36,79
434 73 50,33 505 6 35,74 520 2 33,82
434 74 32,21 505 7 52,81 520 3 24,17
434 75 60,51 505 8 48,34 520 5 42,75
436 6 87,30 505 9 29,68 520 6 40,78
436 7 41,91 505 10 46,37 520 7 46,20
436 8 40,60 505 11 32,33 520 8 28,10
436 9 48,17 505 14 38,15 520 9 31,83
436 10 53,59 505 15 35,96 520 10 28,16
436 11 48,43 505 16 34,95 520 11 29,68
436 12 47,78 505 17 32,73 520 12 40,20
436 13 56,36 505 18 27,65 520 13 23,29
436 14 49,61 505 19 33,28 520 14 25,78
436 15 37,89 505 21 28,48 520 15 23,80




Anhang 109

Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %]
520 16 43,44 529 5 26,66 608 11 17,29
520 17 24,28 529 6 24,14 608 12 16,17
520 18 33,51 529 7 15,73 608 13 20,84
520 19 41,49 529 8 26,25 608 14 17,62
520 20 28,29 529 9 44 87 608 15 22,05
520 21 23,10 529 10 21,98 608 16 16,88
520 22 26,60 529 11 23,32 608 18 20,99
520 23 16,89 529 12 19,31 608 19 26,78
520 24 26,04 529 13 24,86 608 20 27,36
520 25 31,34 529 14 28,70 608 21 20,87
522 26 35,40 529 15 49,23 608 22 31,24
522 27 18,29 529 16 39,61 608 23 25,87
522 28 18,06 529 17 22,07 608 24 19,26
522 29 10,64 529 18 28,47 608 25 15,91
522 30 15,54 529 19 29,56 612 2 22,78
522 31 27,00 529 20 28,79 612 3 43,45
522 32 24,33 529 21 12,73 612 4 40,50
522 33 51,35 529 22 10,39 612 5 41,04
522 35 18,51 529 23 10,25 612 6 34,63
525 4 17,97 529 24 31,36 612 7 14,32
525 6 26,73 529 25 36,69 612 8 25,80
525 8 35,76 538 26 41,75 612 9 18,73
525 11 17,86 538 27 24,65 612 10 11,92
525 16 27,32 538 28 25,46 612 11 20,60
525 18 27,27 538 29 32,14 612 12 47,31
525 20 19,10 538 30 30,93 612 13 24,52
525 21 74,33 538 31 37,64 612 14 20,54
525 22 16,01 538 32 41,50 612 15 25,22
525 24 24,07 538 33 22,10 612 16 24,99
526 49 18,14 538 34 26,73 612 17 30,85
526 50 19,76 538 35 35,70 612 18 28,32
526 51 22,86 603 26 24,63 612 19 35,26
526 52 41,12 603 27 23,80 612 20 27,94
526 53 23,99 603 28 19,20 612 21 49,73
526 54 36,79 603 29 31,33 612 22 29,21
526 55 17,62 603 30 29,62 612 23 21,89
526 56 31,65 603 31 30,76 612 24 13,24
526 57 31,11 603 32 30,54 614 31 31,43
526 58 17,93 603 33 19,23 614 32 22,97
526 59 9,80 603 34 23,83 614 33 26,47
526 60 14,69 603 35 25,11 614 34 42,42
526 61 10,72 603 36 14,26 614 35 43,60
526 62 16,31 603 37 25,42 614 36 33,21
526 63 11,99 603 38 24,96 614 37 21,02
526 64 25,39 608 1 30,18 614 38 36,25
526 65 21,13 608 2 8,07 614 39 21,64
526 66 19,66 608 3 22,40 614 40 26,24
526 67 19,57 608 4 11,34 614 41 15,98
526 68 32,00 608 5 21,14 614 42 16,72
529 1 37,38 608 6 16,10 614 43 20,75
529 2 32,83 608 7 15,03 614 44 16,28
529 3 26,99 608 8 25,18 614 45 14,65
529 4 31,31 608 10 19,07 614 46 13,45




110 Anhang

Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr. Titer [Std. %]
614 47 14,24 621 45 23,97 631 85 25,67
614 48 24,77 621 46 24,26 635 1 21,43
614 49 47,01 621 47 17,99 635 2 27,70
614 50 20,70 621 48 34,85 635 3 20,71
620 1 18,91 621 49 25,51 635 4 32,21
620 2 54,11 621 50 23,66 635 5 30,84
620 3 37,32 621 51 21,22 635 6 30,55
620 4 13,60 621 52 30,84 635 7 41,31
620 5 21,34 621 53 32,49 635 8 16,17
620 6 34,92 621 54 29,37 635 9 38,15
620 7 34,16 621 55 26,02 635 10 30,81
620 8 17,85 623 1 23,63 635 11 37,60
620 9 16,79 623 2 19,35 635 12 29,75
620 10 25,28 623 3 19,98 635 13 27,40
620 11 31,62 623 4 37,11 635 14 47,30
620 12 29,17 623 5 26,74 635 15 18,02
620 13 26,03 623 6 25,24 635 16 19,10
620 14 24,12 623 7 29,23 635 17 33,19
620 15 23,32 623 8 36,62 635 18 29,40
620 16 32,23 623 9 40,25 635 19 17,15
620 17 58,18 623 10 30,26 635 20 29,75
620 18 46,25 623 11 27,92 635 21 18,96
620 19 32,37 623 12 27,49 635 22 16,07
620 20 54,61 623 13 28,13 635 23 21,84
620 21 30,67 623 14 22,38 635 24 31,15
620 22 16,68 623 15 24,78 635 25 20,44
620 23 52,50 623 16 21,77 637 41 35,08
620 24 43,68 623 17 23,41 637 42 23,44
620 25 28,96 623 18 40,13 637 43 19,70
620 26 34,40 623 19 34,98 637 44 50,30
620 27 18,94 623 20 25,58 637 45 30,22
620 28 21,80 623 21 30,78 637 46 43,79
620 29 25,01 623 22 25,30 637 47 39,81
620 30 36,55 623 23 26,08 637 48 27,34
621 26 34,70 623 24 20,88 637 49 35,78
621 27 20,20 623 25 21,16 637 50 39,65
621 28 27,35 631 68 4,88 637 51 19,65
621 29 28,52 631 69 43,05 637 52 106,36
621 30 14,10 631 70 19,21 637 53 29,84
621 31 15,79 631 71 42,33 637 54 34,17
621 32 20,23 631 72 26,78 637 55 106,98
621 33 24,86 631 73 29,05 637 56 25,83
621 34 31,48 631 74 25,70 637 57 31,22
621 35 29,18 631 75 40,21 637 58 19,81
621 36 22,12 631 76 21,63 637 59 26,19
621 37 31,77 631 77 45,09 637 60 39,45
621 38 28,72 631 78 21,89 637 61 30,26
621 39 20,43 631 79 17,09 637 62 48,69
621 40 47,36 631 80 29,40 637 63 75,69
621 41 29,75 631 81 44,60 637 64 56,55
621 42 26,30 631 82 21,19 637 65 22,20
621 43 23,74 631 83 22,89 639 71 24,02
621 44 17,58 631 84 23,48 639 72 26,49




Anhang 111

Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %]
639 73 29,42 654 22 32,53 659 25 17,36
639 74 32,21 654 23 23,39 659 26 15,63
639 75 19,03 654 24 22,48 659 27 20,36
639 76 12,76 654 25 23,59 659 28 29,66
639 77 27,51 654 26 23,92 659 29 29,58
639 78 30,79 654 27 29,60 659 30 21,52
639 79 22,81 654 28 32,09 659 31 15,74
639 80 18,72 654 29 29,13 659 32 19,56
639 81 26,76 654 30 27,89 659 33 19,00
639 82 33,56 654 31 21,69 659 34 27,49
639 83 16,57 654 32 42,61 659 35 16,14
639 85 21,16 654 33 24,67 659 36 63,57
639 86 37,59 654 34 20,84 659 37 47,04
639 87 32,92 654 35 18,27 659 38 45,82
639 88 27,62 654 36 11,84 659 39 46,02
639 89 20,49 654 37 16,90 659 40 34,70
639 90 18,27 654 38 28,99 664 1 44,74
639 91 31,92 654 39 24,20 664 2 32,97
639 92 26,23 654 40 32,38 664 3 34,79
639 93 24,34 654 41 23,04 664 4 29,80
639 94 24,04 654 42 14,57 664 5 25,01
639 95 48,47 654 43 2412 664 7 53,50
639 96 32,33 654 44 26,58 664 8 31,73
639 97 32,56 654 45 20,21 664 9 37,88
639 98 27,31 654 46 20,84 664 11 39,33
639 99 32,61 654 47 63,70 664 12 44,44
639 100 63,02 654 48 23,96 664 13 40,46
642 1 57,43 654 49 20,95 664 14 24,36
642 2 29,22 654 50 36,52 664 15 25,82
642 3 26,95 659 1 34,66 664 16 35,35
642 4 49,84 659 2 43,40 664 17 30,32
642 5 30,46 659 3 26,34 664 18 31,25
642 6 36,47 659 4 24,97 664 20 25,60
642 7 30,21 659 5 39,77 664 21 34,13
642 8 17,74 659 6 38,32 664 22 30,61
642 9 24 47 659 7 41,56 664 24 29,36
642 10 27,56 659 8 27,16 664 25 30,71
642 1 28,42 659 9 29,76 664 26 30,59
642 12 25,49 659 10 26,93 664 27 32,22
642 13 35,04 659 11 32,31 664 28 28,63
642 14 36,69 659 12 26,77 664 29 34,99
642 15 22,17 659 13 43,76 664 30 24,67
642 16 36,66 659 14 41,14 664 31 30,51
642 17 29,03 659 15 32,50 664 32 34,97
642 18 38,80 659 16 36,26 664 34 20,24
642 19 28,07 659 17 37,05 664 35 20,40
642 20 31,93 659 18 27,31 666 26 14,62
642 21 32,25 659 19 31,54 666 27 15,78
642 22 20,11 659 20 31,32 666 28 21,22
642 23 33,32 659 21 16,65 666 29 16,79
642 24 31,81 659 22 30,83 666 30 49,78
642 25 51,23 659 23 31,53 666 31 34,98
654 21 41,33 659 24 23,47 666 32 51,90




112 Anhang

Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr. Titer [Std. %]
666 33 91,42 669 38 31,08 719 24 39,05
666 34 42,39 669 39 47,55 719 27 30,41
666 36 38,41 669 40 40,74 719 30 30,86
666 37 29,86 679 39 24,28 723 51 32,59
666 39 56,91 679 40 30,18 723 52 18,77
666 40 50,31 679 41 30,07 723 53 23,31
666 41 41,23 679 42 26,37 723 54 18,96
666 42 37,57 679 43 18,60 723 55 19,02
666 43 49,69 679 44 30,85 723 56 29,84
666 44 38,96 679 45 22,96 723 57 15,67
666 45 52,41 679 46 24,49 723 58 27,49
666 46 42,12 679 47 19,20 723 59 27,35
666 47 33,20 679 48 20,68 723 60 27,57
666 48 39,13 679 49 30,03 723 61 28,78
666 49 36,34 679 50 28,55 723 62 24,41
666 50 49,70 11 1 11,73 723 63 14,89
669 1 47,16 711 2 47,68 723 65 25,70
669 2 40,04 711 3 17,48 723 66 25,86
669 3 37,36 711 4 17,59 723 67 17,69
669 4 38,73 711 5 15,44 726 1 7,80
669 5 52,29 M1 6 22,05 726 2 33,06
669 6 42,23 M1 7 33,95 726 3 31,28
669 7 23,43 M1 8 39,50 726 4 33,28
669 8 44,73 M1 9 40,36 726 5 38,65
669 9 43,44 711 10 32,18 726 6 21,99
669 10 68,40 1 11 23,82 726 7 31,17
669 11 54,06 711 12 24,82 726 8 33,14
669 12 76,51 711 13 39,92 726 9 35,47
669 13 75,43 711 14 31,26 726 12 37,61
669 14 49,66 M1 15 36,12 726 13 30,10
669 15 56,67 M1 16 10,36 726 14 36,70
669 16 42,09 711 17 17,14 726 15 35,44
669 17 54,99 714 23 15,61 726 16 17,35
669 18 57,62 714 25 8,03 726 17 20,26
669 19 38,23 714 26 20,24 726 18 24,35
669 20 64,39 714 27 44,75 726 19 29,07
669 21 23,00 714 28 51,77 726 20 49,34
669 22 23,54 714 29 37,87 726 21 14,07
669 23 43,51 714 30 18,90 726 22 33,16
669 24 21,33 714 31 32,19 726 24 40,42
669 25 38,95 714 32 27,56 726 25 26,77
669 26 37,24 714 33 20,59 734 1 30,12
669 27 31,45 714 34 17,30 734 2 11,85
669 28 37,06 714 35 18,89 734 3 16,72
669 29 41,87 714 36 22,66 734 4 22,10
669 30 30,69 714 37 26,93 734 5 23,86
669 31 39,43 714 38 24,86 734 7 17,70
669 32 42,23 719 1 35,12 734 8 39,83
669 33 18,44 719 3 43,98 734 9 21,18
669 34 47,69 719 7 30,74 735 1 32,22
669 35 26,23 719 8 32,06 735 3 22,02
669 36 24,42 719 11 33,86 735 4 35,98
669 37 38,63 719 17 26,32 735 5 23,91
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Be- Be- Be-
stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-

Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %]
735 7 28,87 748 18 28,54 754 46 23,88
735 8 37,57 748 19 17,96 754 47 13,48
735 9 29,57 748 20 25,41 754 48 18,18
735 10 29,49 748 21 23,51 754 49 18,06
735 1 32,86 748 22 25,90 754 50 33,13
735 12 27,87 748 23 30,76 754 51 36,42
735 13 35,37 748 24 24,80 754 52 30,32
735 14 38,73 748 25 24,77 754 53 28,15
735 15 38,87 752 41 22,82 754 54 27,95
735 16 32,10 752 42 36,86 754 55 24,62
735 17 24,84 752 43 34,20 754 56 27,43
735 18 23,74 752 44 35,09 754 57 26,36
735 19 23,21 752 45 28,21 754 58 29,51
735 20 35,33 752 46 27,02 754 59 39,16
735 21 29,79 752 47 28,57 754 60 27,69
735 22 23,60 752 48 21,63 755 6 30,92
735 23 26,19 752 49 25,97 755 7 23,67
735 24 17,72 752 50 20,95 755 8 22,68
735 25 22,95 752 51 28,05 755 9 32,20
742 1 33,16 752 52 25,85 755 10 28,67
742 2 27,89 752 53 20,45 755 11 26,94
742 3 32,11 752 56 28,76 755 12 37,73
742 5 36,20 752 57 27,52 755 13 31,10
742 6 42,27 752 58 29,91 755 14 38,00
742 7 32,11 752 59 23,51 757 1 37,30
742 8 39,83 752 60 35,72 757 2 19,55
742 9 36,20 752 61 38,32 757 3 40,39
742 10 27,16 752 62 36,45 757 4 20,97
742 1 39,97 752 63 31,82 757 5 22,81
742 12 27,35 752 64 40,98 757 6 17,99
742 13 44,48 752 65 24,01 757 7 20,20
742 14 20,25 753 1 26,49 757 8 19,92
742 15 42,07 753 2 35,03 757 9 28,22
742 16 24,35 753 3 28,16 757 10 26,87
742 17 29,07 753 4 24,40 757 11 17,18
742 18 26,90 753 5 10,35 757 12 20,09
742 19 14,07 753 6 23,61 757 13 27,88
742 20 33,16 753 7 45,93 757 14 21,64
748 1 40,42 753 8 36,53 757 15 42,23
748 2 26,77 753 9 34,24 757 16 2,96
748 3 25,42 753 10 42,44 759 1 17,35
748 4 11,85 753 11 27,73 759 2 13,06
748 7 16,72 753 12 30,60 759 3 24,86
748 8 22,10 753 13 27,81 759 4 16,87
748 9 23,86 753 14 23,36 759 5 36,52
748 10 17,70 753 15 49,02 759 6 25,37
748 11 16,57 753 16 36,42 759 7 17,81
748 12 20,39 753 18 19,57 759 8 13,58
748 13 17,63 753 19 26,20 759 9 14,74
748 14 22,24 754 42 28,34 759 10 18,75
748 15 25,52 754 43 19,04 759 11 28,61
748 16 36,16 754 44 17,68 759 12 20,20
748 17 24,50 754 45 19,80 759 13 37,82
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Be- Be- Be-

stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG- stand Sau Serum-lgG-
Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr.  Titer [Std. %] Nr. Nr. Titer [Std. %]
759 14 30,59 762 8 36,87 769 22 31,05
759 15 14,36 762 9 35,86 769 23 26,59
759 16 16,36 762 10 44,20 769 24 30,58
759 17 27,73 762 11 37,30 769 25 30,73
759 18 22,14 762 12 36,71 769 26 22,52
759 19 22,79 762 17 44,93 769 27 25,97
759 20 25,29 762 18 22,99 770 1 28,69
759 21 16,90 762 19 36,01 770 2 21,84
759 22 15,04 762 20 49,70 770 3 19,55
759 25 24,94 764 1 26,57 770 4 29,56
761 26 16,00 764 2 31,48 770 5 23,48
761 27 28,22 764 3 30,75 772 66 31,71
761 28 30,97 764 5 25,95 772 67 49,31
761 29 35,08 764 7 24,64 772 68 54,82
761 30 17,37 764 9 28,12 772 69 30,92
761 31 28,66 764 10 44,20 772 70 29,56
761 32 25,04 764 11 34,71 772 71 33,44
761 33 24,01 764 12 36,61 772 72 35,19
761 35 32,27 764 13 28,09 772 73 34,91
761 36 29,72 768 1 39,91 772 74 54,34
761 37 22,17 768 2 26,95 772 75 37,31
761 38 37,72 768 3 28,45 772 76 26,71
761 39 21,97 768 4 41,78 772 77 4317
761 41 37,92 768 5 30,43 772 78 38,09
761 43 23,22 768 6 29,89 772 79 40,76
761 44 42,95 768 7 35,15 772 80 43,51
761 45 31,20 768 8 49,96 772 81 37,84
761 46 33,92 768 9 42,57 772 82 29,06
761 47 24,50 768 10 43,19 772 83 35,05
761 48 53,79 768 11 36,85 772 84 21,00
761 50 28,28 768 12 42,57 772 85 36,57
762 2 31,32 768 13 35,66 772 86 34,05
762 3 32,81 768 14 26,12 772 87 31,58
762 4 28,91 768 15 38,93 772 88 52,46
762 5 58,91 768 16 34,12 772 89 51,39
762 6 15,73 768 17 29,40 772 90 40,10
762 7 36,82 769 21 35,74
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