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Nekrotische Enteritis bei Saugferkeln durch Interaktion
von Isospora suis und Clostridium perfringens
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Hans-Christian Mundt, Bernhardt Westphahl

Zusammenfassung: In der vorliegenden Studie wurde untersucht,
ob es moglich ist, bei natiirlich mit Clostridium (C.) perfringens be-
siedelten, sechs Stunden alten, neugeborenen Ferkeln durch Infek-
tion mit 1000 Isospora (I.) suis-Oozysten das Bild der nekrotischen
Enteritis (NE) hervorzurufen und durch metaphylaktische Behand-
lung der Ferkel mit 20 mg Toltrazuril/kg Korpermasse (Baycox®,
Bayer Vital GmbH, D) 12 Stunden nach der L. suis-Infektion die NE
zu verhindern oder zu reduzieren. Dazu wurden die Ferkel (n=31)
von drei Sauen, die aus einem Ferkelerzeugerbetrieb mit hdufigem
Vorkommen von C. perfringens-Infektionen stammten, randomi-
siert der I suis-infizierten behandelten (IB) und unbehandelten
(IU) Gruppe zugeordnet. Diese Gruppen wurden mit einer nicht
infizierten Kontrollgruppe (n=14) von zwei Sauen verglichen. Der
Finfluss der Kokzidieninfektion und der Behandlung auf den kli-
nischen Status, Kotkonsistenz, Oozystenexkretion sowie auf die
Mikrobiota des Kots und der Darmkompartimente (kulturell, PCR,
FISH) wurde untersucht. Unbehandelte Ferkel entwickelten Durch-
fall, begleitet von Gewichtsverlust. Flinf (33,3 %) der unbehandel-
ten Ferkel verendeten. Drei Ferkel (20 %) verendeten unter dem
Bild der NE mit typischen Verdnderungen zwischen dem achten
und 14. Studientag. Keines der behandelten Ferkel verendete, ob-
wohl diese Tiere mit C. perfringens besiedelt waren. Die erzielten
Ergebnisse bestdtigen die Arbeitshypothese.

Schliisselwérter: Isospora suis, Clostridium perfringens Typ A, Typ
A (B2), Typ C, Nekrotische Enteritis, Behandlung, Toltrazuril.

» Die Nekrotische Enteritis (NE) ist eine 6konomisch bedeutende
Diinndarminfektion des Saugferkels durch C. perfringens Typ A
und C. C. perfringens gehort zu den strikt anaeroben, gramposi-
tiven sporenbildenden Bakterien. Seine Virulenz leitet sich von der
Fadhigkeit ab, insgesamt 15 verschiedene Toxine zu bilden. Unter
Berticksichtigung der sogenannten Majortoxine wird C. perfringens
in fiinf Toxintypen (A, B, C, D, E) eingeteilt. C. perfringens Typ A
bildet das a-Toxin (CPA), einige Typ A-Stimme konnen zusatzlich
das B2-Toxin (CPB2) bilden. C. perfringens Typ C bildet CPA und
CPBI1, Einige Typ C-Stdimme bilden auch CPB2 (Garmory et al.,
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Necrotic enteritis in suggling piglets by interaction
of Isospora suis and Clostridium perfringens

Summary: This study tested the hypothesis that inoculation of six-
hour-old newborn piglets naturally colonized with Clostridium (C.)
perfringens with 1,000 Isospora (I.) suis oocysts promotes the de-
velopment of necrotic enteritis (NE). In order to analyze whether
it is possible to prevent or reduce NE by treating piglets metaphy-
lactically twelve hours after I suis inoculation with 20 mg toltra-
zuril/kg body weight (Baycox®, Bayer Vital GmbH, D), all piglets
(n=31) produced by three sows from a pig farm with a history of
C. perfringens infection were randomized into treated and untreated
infection groups. These groups were compared with a non-infected
control group (n=14) of two sows. The impact of intestinal cocci-
dial infection and anti-coccidial treatment on clinical status, faecal
consistency, oocyst excretion, and microbial community structure
in the faeces and gut compartments was evaluated by means of
clinical and faecal investigations as well as culture-based and mo-
lecular (PCR, FISH) bacteriological techniques. Untreated animals
developed diarrhoea accompanied by weight loss. Five untreated
piglets (33.3 %) initially colonised with C. perfringens died. Three
piglets (20 %) died with typical lesions between study day 8 and 14
from NE. None of the treated animals died although colonised with
C. perfringens. These results prove our working hypothesis.

Key words: Isospora suis, Clostridium perfringens type A, type A
(B2), type C, necrotic enteritis, treatment, toltrazuril.

2000; Waters et al., 2003). C. perfringens Typ C kommt nur in gerin-
ger Konzentration im Darmtrakt gesunder Ferkel vor und gehort zu
den primiren Pathogenen, was aber nicht heifit, dass die Infektion
nicht durch die Anwesenheit anderer Pathogene wie dem Erreger
der Transmissiblen Gastroenteritis (TGE), von Kokzidien (Isospora
suis), dem Rotavirus und dem Porcinen Epidemischen Diarrhoevi-
rus gefordert werden kann. NE wird nur bei Anwesenheit erhohter
C. perfringens Typ C-Konzentrationen und unter geeigneten Be-
dingungen verursacht. Die Erkrankung kommt weltweit vor und
ist charakterisiert durch hdufig hdmorrhagische, oft todlich en-

Der Praktische Tierarzt 91, Heft 9 (2010)

-

)

1?
f’
!
'

S—

g g gy g e

S g gy

e g e g e g

g ———

—

SO R — .

e A e e o i T e

~

SRS

ey o g

g



776

NUTZTIERE ® Originalien

Tabelle 1: Verwendete FISH-Sonden

Sonden- Target Referenz

bezeichnung

Eub338 Reich Bacteria (Eubacteria) Amann et al., 1990

Bac303 Bacteroides-Prevotella-Gruppe Manzetal.; 1998

Erec482 Eubacterium rectale-Clostridium Franks et al., 1998
coccoides-Gruppe

Chis150 Clostridium histolyticum-Gruppe Manzetal., 1998
(Clostridium cluster | & 1) :

Non338 Nonsens-Sonde zur Priifung auf Manz et al., 1992

spezifische Bindungen

B dende, nekrotisierende Enteritiden der Saugferkel (Waters et al.,

2003; Schotte et al., 2004; Zimmermann und Wollschldger, 2008).
C. perfringens Typ C verursacht NE auch bei anderen Haustie-
ren wie Schafen, Ziegen und Rindern, aber auch beim Menschen
(Sayeed et al., 2008; Vidal et al., 2008). Im Gegensatz dazu ist
C. perfringens Typ A ein Teil der Dickdarmnormalflora des Schweins
und wird bei gesunden Ferkeln in hohen Konzentrationen im Ko-
lon und Kot nachgewiesen. In geringen Konzentrationen komimt
dieser Typ auch im Diinndarm warmbliitiger Tiere vor. Bei Neuge-
borenen und gelegentlich bei Absetzerferkeln wurden durch Typ
A auch entziindliche Darmerkrankungen festgestelit (Johannsen
et al., 1993a, 1993b; Songer und Uzal, 2005). Schnelle Vermeh-
rung vielleicht von bestimmten Stimmen und unter bestimmten
Bedingungen filhren zur Manifestation der Erkrankung (Walters et
al., 2003; Songer und Uzal, 2005; van Asten et al., 2010). Andere
Ursachen fiir eine schnelle Clostridienvermehrung sind in Dysbi-
osen durch Antibiotikaanwendung, antiinflammatorische Thera-
pien oder weitere pradisponierende Faktoren wie Trypsinhemmer
aus Kolostrum oder reduzierte Pankreasfunktion zu suchen (Niilo,
1986; Herholz et al., 1999). C. perfringens ist ein mukolytischer
Erreger des Gastrointestinaltrakts (Deplancke et al., 2002; Collier
et al., 2003). Im Hiithnermodell konnten Williams et al. (2003)
und Collier et al. (2008) demonstrieren, dass durch Kokzidien in-
duzierte Mukogenesen das Auftreten von NE durch Unterstiitzung
des C. perfringens-Wachstums férdern. In einem Ferkelmodell zur
parenteralen Ernihrung konnte eine Beziehung zwischen einer to-
talen parenteralen Ernihrung, Diinndarmenziindung und Mukoge-
nese hergestellt werden (Conour et al., 2002; Ganessunker et al.,
1999). Diese gesteigerte Mukusproduktion war in diesem Modell
verbunden mit selektivem Wachstum von C. perfringens, was auf
den mukolytischen Charakter des Erregers hinweist (Deplancke et
al., 2002). Diese Eigenschaft scheint eine initiale, bisher unbertick-
sichtigte Bedeutung in der Virulenz des Erregers zu sein. Die Kok-
zidieninfektion priadisponiert dadurch fiir NE (Collier et al., 2008;
Park et al., 2008). In der eigenen Studie wurde ein etabliertes, aber
modifiziertes I. suis-Infektionsmodell fiir Ferkel verwendet (Mundt
et al., 2006). I suis besiedelt den Schweinediinndarm (Mundt et
al., 2005). Um die Arbeitshypothese zu priifen, dass eine I. suis-
Infektion eine C. perfringens-Infektion fordert, wurden neugebo-
rene Ferkel, die natiirlich durch ihre Muttertiere mit C. perfringens
besiedelt wurden, sechs Stunden nach Abschluss der Geburt mit
1000 sporulierten I. suis -Oozysten inokuliert. Zwolf Stunden nach
der dieser Inokulation wurde die Hailfte der Tiere mit Baycox®
20 mg Toltrazuril/kg Kérpermasse (Baycox®, Bayer Vital GmbH, D)
behandelt. Wenn diese Hypothese richtig ist, muss die einmalige
metaphylaktische Behandlung in der Lage sein, NE zu verhindern
oder zu reduzieren. Um mehr Informationen {iber die mikrobielle
Situation im Magen-Darm-Trakt zu erhalten, wurden aerobe und
anaerobe Bakterien, E. coli, Lactobazillen und C. perfringens quan-
titativ im Kot bestimmt.
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DAS PLUS BEI DER
BRUNSTSTIMULATION.

Exakt im Takt.

Intergonan® 6000

Intergonan® 6000. Fiir Tiere: Rinder, Schweine, Schafe,
Kaninchen und Nerze. Wirkstoff: Pferdeserum-Gona-
dotropin fiir Tiere. Zusammensetzung: 1 Flaschchen
Trockensubstanz enthélt: Pferdeserum-Gonadotropin
fur Tiere (6000 1. E.) 6,00 mg; Mannitol, Natriummo-
nohydrogenphosphat-Dihydrat, Natriumdihydrogeno-
phosphat-Dihydrat. 1 Flasche mit 25 ml wéssrigem
Lésungsmittel enthalt: Natriummonohydrogenphos-
phat-Dihydrat, Natriumdihydrogenophosphat-Dihydrat,
Wasser flr injektionszwecke. Anwendungsgebiete:
Kuh/Farse: Vorbereitung der Superovulation und Folli-
kelanbildung im Rahmen des Embryotransfers, Anoestrie
bei funktionslosen Eierstécken, Erhthung der Abkalbe-
rate nach Gestagenbehandiung im Rahmen der Oestrus-
synchronisation; Sau: Brunststimulation nach Absetzen
der Ferkel; Schaf: Erhdhung der Fruchtbarkeitsrate nach
Gestagenbehandlung im Rahmen der Brunstinduktion
(auBerhalb der Zuchtsaison) und im Rahmen der Brunst-
synchronisation (wéhrend der Zuchtsaison), Kaninchen:
Anoestrie, Nerz: Anoestrie. Gegenanzeigen: Frucht-
barkeitsstérungen infolge genetischer oder zootechni-
scher Méngel, Ovarialzystensyndrom beim Rind, nicht
zyklusgerechte Applikation, klinische Erkrankungen,
Tréchtigkeit. Nebenwirkungen: Persistierende Follikel,
Ovarialzysten, Superovulationen mit erhéhten Embryo-
nalverlusten, voriibergehender Riickgang der Milchlei-
stung, Unvertraglichkeiten bis hin zum anaphylaktischen
Schock. Nach Anwendung von PMSG kann die Zah! der
Feten, z. B. als Zwillingstréchtigkeit beim Rind, steigen.
MaBnahmen bei anaphylaktischem Schock: Epinephrin
(Adrenalin) und Glukokortikoide i.v. Wartezeit Essbare
Gewebe von Rind, Schwein, Schaf und Kaninchen: Null
Tage, Milch vom Rind: Null Tage. Handelsformen: Trok-
kensubstanz und Lésungsmittel, 1 Flaschchen Trocken-
substanz mit 6000 1. E., 1 Flasche mit 25 ml wassrigem
Lésungsmittel. Verschreibungspflichtig.

y - 5 Intergonan®

Intergonan®. Fir Tiere: Rinder, Pferde, Schweine, Zie-
gen, Schafe; Hunde. Wirkstoff: Pferdeserum-Gonado-
tropin. Zusammensetzung: 1 Fldschchen mit 1000
1.E. Pferdeserum-Gonadotropin als Trockensubstanz, 1
Flaschchen zu 5 mi mit wassrigem Losungsmittel. An-
wendungsgebiete: Brunstlosigkeit, gestorte Sperma-
togenese, Einleitung der Laufigkeit. Gegenanzeigen:
Ovarialzysten-Syndrom (zystische Follikeldegeneration)
bei der Kuh. Nebenwirkungen: Weil Intergonan® Ei-
weiBkorper enthalt, kann es bei der Behandlung gele-
gentlich zu Schock-Reaktionen kommen. In diesen Fallen
ist umgehend Adrenalin zu injizieren: 2 - 4 mti.v. oder 4
- 8 miL.m. einer Adrenalinldsung 1:1000. Auch die An-
wendung eines rasch wirkenden Corticosteroid-Prépara-
tes ist bei derartigen Reaktionen angezeigt, Wartezeit:
Nuil Tage. Handelsformen: 5 x 1000 LE. PMSG und 5 x
5 ml Lésungsmittel. Verschreibungspflichtig.

= Suigonan®
PR 80/40 LE.

Suigonan® 80 / 40 1.E./ml Lyophilisat und Lésungs-
mittel zur Herstellung einer Injektionslésung fiir
Schweine. Z ung: 1 ml-der aus Lyophi-
lisat und Losungsmittel hergestellten Injektionsiésung
enthalt: Pferdeserum-Gonadotropin (PMSG). 80 LE.
und Choriongonadotropin (HCG) 40 1.E. Anwen-
dungsgebiete: Brunstinduktion nach dem Absetzen
der Ferkel, auch bei langer bestehender Brunstlosigkeit;
Steigerung der WurfgréBe; Feststeliung der Trachtigkeit;
Brunstinduktion und —synchronisation bei prapuberalen
Jungsauen. Gegenanzeigen: Suigonan® darf Sauen
wahrend der Rausche und in der 1. Halfte des Zyklus
wegen der Gefahr der Ausbildung von Ovarialzysten
nicht injiziert werden. Azyklie infolge follikuldrer Zy-
sten und genetischer oder haltungsbedingter Mangel
Pyometra. Nebenwirkungen: Unvertraglichkeiten bis
hin zum anaphylaktischen Schock. MaBnahmen bei

anaphylaktischem Schock: Epinephrin (Adrenalin) und.

Glukokortikoide. Wartezeit: Essbare Gewebe: Null
Tage. Handelsformen: 5 Durchstechflaschen zu je
400 1.E. PMSG und 200 L.E. HCG und 5 x 5 ml wéssri-
ges Losungsmittel. Je 1 Durchstechflasche mit 2000 |LE.
PMSG und 1000 L.E. HCG und mit 25 ml L&sungsmittel,
Verschreibungspflichtig.

Pharmazeutischer Unternehmer: Intervet Deutschland
GmbH, Postfach 1130, D-85701 UnterschleiBheim

op Intervet

www.intervet.de
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» Material und Methoden
Tiermaterial und Infektionsmodell

Fiinf Sauen eines Ferkelerzeugers aus Sachsen (Agrarservice
GmbH Wiilkwitz, Bereich Gallschiitz) mit gehduftem Auftreten von
C. perfringens-Infektionen wurden am 100. Trichtigkeitstag in die
Versuchsstalle der Veterindrmedizinischen Fakultit der Universi-
tdt Leipzig eingestallt. Die Fiitterung der Sauen erfolgte mit der
Standardration (DEUKA) wie im Herkunftsbestand. Die fiinf Sauen
wurden randomisiert zur Infektionsgruppe (drei Sauen) bzw. zur
nicht infizierten Kontrollgruppe (zwei Sauen) zugeordnet. Gesund
geborene Ferkel mit = 0,9 kg Geburtsgewicht wurden als studien-
konform betrachtet. Die Ferkel der Infektionsgruppe wurden ran-
domisiert in die mit Baycox® behandelte Gruppe (IB, n=15) und
unbehandelte Gruppe (IU, n=16) eingeteilt. 14 nicht infizierte Fer-
kel der Kontrollsauen wurden als unbehandelte Kontrollferkel (UK)
in separaten Stallen aufgestallt. In Anlehnung, aber abweichend
vom bisherigen Infektionsmodell nach Mundt et al. (2006), wurden
alle Ferkel der IB- und IU-Gruppe sechs Stunden nach Abschluss
der jeweiligen Geburt mit 1000 I. suis-Oozysten infiziert. Die Ferkel
der IB-Gruppe wurden zw6lf Stunden nach der I. suis -Infektion mit
einer einmaligen Baycox®-Dosis (20 mg Toltrazuril/kg Kérpermas-
se) oral gedrencht. Die Ferkel der IU-Gruppe erhielten stattdessen
Wasser. Die gesunden UK erhielten ebenfalls Wasser. Der klinische
Status der Tiere wurde tdglich, die Kotkonsistenz am 1., 3., 7., 10.
und 14. Studientag (ST) kontrolliert. Kotproben wurden am 1., 3.,
7.,10. und 14. ST gewonnen. Die Oozystenausscheidung wurde an
ST 3, 7, 10 und 14, die bakteriologischen Untersuchungen wurden
an ST 1, 2, 3 und 14 durchgefiihrt. An ST 3 und 14 wurden jeweils
drei randomisiert ausgewdhlte Ferkel der IU- und IB-Gruppe und
zwei der UK-Gruppe euthanasiert, um den Intestinaltrakt mittels
In situ-Hybridisierung (FISH) zu untersuchen. Augenscheinlich
kranke Ferkel wurden vor Eintritt des Todes euthanasiert. Die pa-
thologischen Untersuchungen wurden im Institut fiir Pathologie
der Fakultdt durchgefiihrt. Der Tierversuch wurde durch das Regie-
rungsprdsidium Leipzig, TVV-Nr. 2/07, genehmigt.

Parasitologische Untersuchung der Kotproben

Oozystenzdhlung

Die individuell durch Anusstimulation mit feuchtem Wattestdbchen
am ST 3, 7, 10 und 14 gewonnenen Kotproben von ca. 1 g wurden
entweder (geformter Kot) mit einigen Tropfen H,0 homogenisiert
oder Tropfen von pasttsen oder fliissigen Kotproben auf einem Ob-
jekttrager ausgestrichen und auf Oozysten untersucht.

Die Oozysten wurden mittels Epifluoreszenzmikroskopie
(Daugschies et al., 2001) semiquantitativ bei einer 100-fachen Ver-
groRerung in fiinf zuféllig ausgewdhlten Blickfeldern per Objekt-
trager gezahlt. Jedes Blickfeld wurde individuell bepunktet und die
Durchschnittspunktzahl fiir die jeweilige Probe berechnet.

" Bakteriologische Untersuchung von Kot-, Darminhalts- und
Organproben

Kotproben wurden quantitativ auf aerobe und anaerobe Gesamt-
keimzahlen, Enterobakterien, Laktobazillen, C. perfringens und
Hefen untersucht. Verdiinnungsreihen um den Faktor 10 wurden
ausgehend von 0,5 g Kot in 4,5 ml steriler Phosphat-gepufferter
Kochsalzlosung (PBS; pH 7,4) durch Homogenisierung (Vortexer)
bis zur Verdiinnungsstufe 10 hergestellt. Jede Verdiinnungsstufe
wurde auf Ndhragar I mit 5 % Glukose (SIFIN, Berlin), 5 % Schaf-
blutagar, Gassneragar (SIFIN, Berlin), MRS Agar (SIFIN Berlin),
Sabouraudagar (SIFIN, Berlin) and 5 % Schafblutagar mit 200 g
Neomycin/ml and 100 pg Polymyxin/ml ausgestrichen. Alle Blut-
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Tabelle 2: Ergebnisse der molekularbiologischen Typisierung von

C. perfringens-Isolaten aus dem Kot lebender und dem Diinndarm ver-
endeter Ferkel der Versuchs- und Kontrollgruppen nach Infektion mit
I suis und Behandlung mit Toltrazuril (Versuchsgruppen) sowie den
nicht infizierten Kontrollgruppen

Litter No. Protolkoll- | ST27 ST3 ST14 Verendete Ferkel
konforme Tiernummer
group Path.-anat.
Ferkel Befund
n Tagdes Exitus
1 8 4xAR2" 4xAR2 1xA2xC Keine Verendung
Versuchs- 2xC 4xC 3x<3
gruppe*® 2x<3? 2x-
2 10 TxAR2  2xAR2 - 1xAR2 . Nr7 KE% ARZ;
Versuchs- TxA! 7x<3 2xA Ex8°
gruppe* 6x<3 Ix= 1xC
2x-3 3x<3
3x-
3 9 1xA 8xAR2; 5xAR2  KeineVerendung
Versuchs- 1xAR2 XA 3IxA
gruppe 6x<3 1x<3
1x-
4 13 6xAR2  1xAR2 4xAR2  Nrl, MU C, Ex8
Versuchs- 5xA 2xA 4xC Nr.6, NES, C, ExT1
gruppe* 2X - 1xC 3x<3 NrS, NE, C, Ex14
6x<3 2 x- Nr13, NE, C, Ex14
3x-
5 5 5xAR2  5x- 2xAR2  Keine Verendung
Versuchs- 3x<3
gruppe®

'C. perfringens Typ. 2 Unter Nachweisgrenze.

3 nicht untersucht. 4 katarrhalische Enteritis.

% Tag des Exitus. ¢ nekrotische Enteritis.
g

7 Studientag. # Magenulzeration.

* Halfte des Wurfes wurde mit Toltrazuril behandelt.

Tabelle 3: Ergebnis der FISH- Untersuchungen von Schleimhautproben
des Darmtraktes von mit I. suis infizierten und mit Toltrazuril

(20 mg/kg) behandelten (IB) sowie unbehandelten (IU) Ferkeln und
unbehandelten Kontrolltieren (UK) auf ausgewihlte bakterielle Para-
meter

i
|
i
i

platten wurden anaerob bei 37 °C {iber 48 Stunden inkubiert. Aero- ) *** unter Grenzwert von 104/ml, ab sign. p < 0.05.
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Gruppe/ Bac303* Erec482* Eub338* Chis150*
Darm-
abschnitt
Gruppe IU
3dn=3
Duod enum 0 Qx** 0.7+11 0.03+0.06
Jejunum 0 0 5.0+3.6 3.0+27
lleumn 0 0 4349 27+4.6
Caecum 6.7+1.0. 0.7+0.5 9.3+37a 1.0+1.0
Colon 3.3+31 0.07+0.6 4,7 +£5.01 0.04+0.06
Gruppe iB
3dn=3
Duodenum 0 0 1.3+21 0.003+0.006
Jejunum 1.5+17 0.2+0.03 3.0+£27 0.007 £ 0.01
lleum 7.3+£71 0.07+01 7371 3.4+4]
Caecum 6.7+1.2 0.7+11 17.3+4.6b 43+0.6
Colon 75+6.1 1.0+1.0 14.7+5.8 2.0+20
Gruppe UK*
3dn=3
Duodenum 0 8] 0711 0
Jejunum 13+23 0 53+6.1 0
lleum 27+4.6 0.003+0.006 8.0%81 0.07+1.2
Caecum 8.0x0 0.7+115 17.3+2.5b 0.5+0.5
Colon 12.0+0 0.7+11 14.0+£21 0.2+0.3

¥ Konzentration der Schleimhaut-assoziierten Bakterien (x109/ml) + s.

** Kontrolltiere.
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Abbildung 1: Nekrotisierende Entziindung der Jejunummukosa eines
IU-Ferkels (I. suis-infiziert, unbehandelt).

log. ,cKBE/g

10,5 — sb1
wzzd SD2

10,0 | S SD3
gy SD14

9,5 4
9,0
8,5
8,0

7,5 4

7,0

B

Abbildung 2: Lactobacillus-Keimzahlen (x + s) bei IU- (I. suis-infiziert,
unbehandelt), IB- (I. suis-infiziert, unbehandelt) und UK-Ferkeln
(nicht infiziert, unbehandelt), sign. IB/IT vs. CU an ST 3 (p <0,05).

» be Keime wurden bei 37 °C iiber 24 Stunden kultiviert. Leber, Milz,
Lungen, Nieren und der Darmtrakt aller euthanasierten bzw. ver-
endeten Ferkel wurden qualitativ auf C. perfringens untersucht.

Analyse der C. perfringens-Isolate auf a-, 1 - und B2-Toxingene
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die DNA wurde aus den Bakterien mittels Kochmethode gewon-
nen. Dafiir wurden zehn Kolonien von den Primdrkulturen ent-
nommen, in 1 ml PBS homogenisiert und bei 9000 U/min (Biofuge
primo R, Heraeus Holding GmbH, D) zentrifugiert. Das er-
haltene Pellet wurde noch einmal in PBS gewaschen, abzentrifu-
giert und in 300 pl Lysepuffer (10 mM Tris/HCI pH 8,1 mM EDTA
pH 8) resuspendiert. Anschliefend erfolgte fiir die Bakterienly-
se eine Inkubation bei 100 °C fiir zehn Minuten. Dann wurden
die Proben bei 6500 U/min fiir acht Minuten zentrifugiert. Die
im Uberstand geldste DNA stand fiir die PCR zur Verfiigung. Die
PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 50 pl durchgefiihrt.
Der Reaktionsmix enthielt 50 pM von jedem Primer (Thermosci-
entific), (NH,),SO, Puffer (Invitrogen Life Science PCR buffer),
1,25 U Taq Polymerase (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 250 pM dNTP-
Mix (Fermentas) und 3 pl isolierte DNA. Die PCR wurde mit fol-
gendem Programm durchgefiihrt: Initiale Denaturierung fiinf
Minuten bei 94 °C; 30 Zyklen: 30 Sekunden bei 94 °C, 30 Sekun-
den bei 55 °C, 50 Sekunden bei 72 °C; finaler Elongationsschritt:
zwel Minuten bei 72 °C. Die Lingen der Amplifikationsprodukte
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Abbildung 3: C. perfringens-Keimzahlen (x + s) bei IU- (L suis-infi-
ziert unbehandelt), IB- (I. suis-infiziert, behandelt) und KU-Ferkeln
(nicht infiziert, unbehandelt), sign. IU vs. IT an ST 3 (p=0, 09),

IU vs. IB an ST 14 (p<0,05), IU vs. KU an ST 14 (p <0,05).

waren fiir das o-Toxingen 900 bp, B1-Toxingen 611bp und fiir das
p2-Toxingen 200bp. Die Sequenzen der Oligonukleotide (Baums et
al., 2004): a-Toxingen CPASL, 5°-AGT CTA CGC TTG GGA TGG AA-
3’ und CPASR, 5°-TTT CCT GGG TTG TCC ATT TC - 3°; B1-Toxingen
CPBL 5’-TCC TTT CTT GAG GGA GGA TAA A- 3’ und CPBR, 5’-TGA
ACC TCC TAT TTT GTA TCC CA- 3’ sowie pB2-Toxingen CPB2L,
5’-CAA GCA ATT GGG GGA GTT TA- 3’ und CPB2R, 5-GCA GAA
TCA GGA TTT TGA CCA-3’. Die PCR-Produkte wurden in 2 % Aga-
rosegel mit Ethidiumbromid visualisiert.

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) zur Quantifizierung

der mukosalen Bakterien

Probenbearbeitung

Vom Duodenum, Jejunum, Ileum, Caecum und Colon wurden
Kleine Stiickchen fiir die FISH-Untersuchungen entnommen, un-
mittelbar danach in Carnoy-Medium (6/3/1 vol. Ethanol/Eisessig/
Chloroform) fiir 24 Stunden fixiert und dann fiir die Einbettung in
Paraffinblécken vorbereitet (Standardtechnik). 4 mm dicke Schnit-
te wurden auf SuperFrost-Objekttrager (R. Langenbrinck, Emmen-
dingen, D) fiir die FISH-Untersuchungen platziert.

FISH

Oligonucleotidsonden wurden mit Carbocyanitfarbstoff (Cy3), Flu-
oresceinisothiocyanat (FITC) oder Cy5-Fluoreszenzfarbstoff an den
Enden (MWG Biotech, Ebersberg, D) markiert. Die verwendeten
FISH-Sonden sind in Tabelle 1 dargestellt. Die Untersuchungen wur-
den nach der Methode von Swidsinski et al. (2005a) durchgefiihrt.

Statistische Untersuchungen

Alle statistischen Untersuchungen wurden unter Verwendung des
SPSS software package V. 15 (SPSS Software GmbH, D) durchgefiihrt.
Signifikante Parameterunterschiede, die mittels Varianzanalyse zwi-
schen den Gruppen gefunden wurden (ANOVA), wurden unter Ver-
wendung des U-Tests nach Mann-Whitney verglichen.

Ergebnisse

Klinische, pathologische und parasitologische Unter-
suchungen

Kotkonsistenz

Bei 59,2 % (n=29) von 49 Beobachtungen (ST 3, 7, 10, 14) wur-
den bei 16 IU-Ferkeln pastdse oder wissrige Durchfille festgestellt.
Dieses betraf am ST 10 100 % der IU-Ferkel. Nur bei 10 % (n=15)
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Abbildung 4: Jejunumschleimhaut eines IU-Ferkels (. suis-infiziert,
unbehandelt) mit zahlreichen Bakterien, Chis150-Cy 5-Sonde
(rote Fluoreszenz), 1000-fache Vergréferung.

von 50 Beobachtungen der IB-Ferkel war ein derartiger Durchfall
feststellbar, Dieser Unterschied war signifikant (p= 0,001). Das Auf-
treten von Durchfall zwischen den IB-Ferkeln und den unbehandel-
ten Kontrolltieren unterschied sich dagegen nicht signifikant.

Kérpermasseentwicklung

Am ST 14 unterschied sich die durchschnittliche Kérpermasse der
Ferkel aus der TU-Gruppe (1,75 kg) signifikant (p <0,05) von der
der IB-Gruppe (3,08 kg). Die Differenz in den Kérpermassen ZWi-
schen IB- und UK-Gruppe (3,27 kg) war demgegeniiber nicht signi-
fikant verschieden.

Mortalitiit, pathologische Untersuchungsergebnisse

Fiinf (33,3 %) der IU-Tiere verendeten unerwartet wihrend der
Studie. Diese Ferkel gehdrten zu Wurf Nr. 2 (Ferkel Nr. 7 Exitus an
ST 8, katarrhalische Enteritis) und Wurf Nr. 4 (Ferkel Nr. 13 Exitus
an ST8, NE; Ferkel Nr. 9 Exitus an ST 11, NE; 6 Exitus an ST 14, NE;
sowie Ferkel Nr. 1. ST 14) und waren alle mit I. suis infiziert, aber
nicht behandelt worden (Gruppe IU). Ein Ferkel (Nr. 1) im Wurf
N, 4 verendete wahrscheinlich an Meningitis und massiver Ulzera-
tionen im gesamten nicht-glanduldren Teil des Magens, sodass die
Todesursache wahrscheinlich nicht in den Versuchsbedingungen
zu suchen ist. Eine typische, diphtheroide-nekrotisierende Enteritis
ist in Abbildung 1 zu sehen.

Oozystenausscheidung

Die Oozystenausscheidung an ST 7, 10 und 14 war zwischen der
IB und IU-Gruppe signifikant verschieden (p <0,05). Nur in einer
Kotprobe waren Oozysten in der IB-Gruppe festzustellen. In zehn
(31,25 %) von 32 untersuchten Kotproben wurden zwischen ST 3
und ST 14 keine Qozysten bei IU-Tieren gefunden. Oozysten wur-
den in den restlichen 22 Kotproben (68,75 %) in einer Intensitdt
von bis zu zehn/Blickfeld gefunden. Die Ooozystenexkretion un-
terschied sich signifikant (p <0,05) zwischen I1B-Gruppe und IU-
Gruppe, doch nicht zwischen IB-Gruppe und UK-Gruppe.

Bakteriologische Ergebnisse

Kulturelle Ergebnisse

Hinsichtlich des aeroben und anaeroben Gesamtkeimgehaltes, der
E. coli-, Laktobazillen- und Hefekeimzahlen konnten in den Kotpro-
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Abbildung 5: Jejunumschleimhaut eines IB-Ferkels (I. suis-infiziert,
behandelt), Chis150-Cy 5-Sonde (rote Fuoreszenz), 1000-fache Ver-
grofierung.

ben der Ferkel an ST 1, 2, 3 und 14 keine signifikanten Unterschiede
zwischen den IU- und IB-Ferkeln festgestellt werden. Am ST 3 war
aber eine signifikante Differenz in den Laktobazillenkeimzahlen
von TU- und IB-Ferkeln zu den UK-Tieren (Abb. 2) festzustellen.
Die fikale C. perfringens-Konzentration war in der IU-Gruppe an
ST 3 (Abb. 3) tendenziell héher (p=0,09) als in der IB-Gruppe. Si-
gnifikant hoéhere C. perfringens-Keimzahlen (p < 0,05) wurden am
ST 14 in den Fizes der IB-Ferkel gegeniiber den IU- und UK-Ferkeln
nachgewiesen. Es konnte eine negative Korrelation zwischen der
fakalen Oozysten- zur Clostridienzahl am ST 14 errechnet werden
(r=-0,3086; p=0,0758). Die fikale Clostridienkonzentration lag
bei den UK-Ferkeln (p <0,05) an ST 3 und ST 14 signifikant tiber
den Werten der mit I. suis infizierten Gruppen. Interessanterweise
waren die UK-Ferkel am ST 3 zu 100 % mit C. perfringens in sehr
hohen Konzentrationen besiedelt (Abb. 3). Am ST 14 reduzierte
sich der Besiedlungsgrad auf 50 % der Tiere in dieser Gruppe.
C. perfringens wurde nicht aus Lebern, Milzen, Nieren und Lun-
gen der euthanasierten Tiere isoliert. Demgegentiiber gelang der
C. perfringens-Nachweis aus Lebern, Milzen, Nieren, Lungen und
Gastrointestinaltrakt der unter dem Bild der NE verendeten Ferkel.

PCR-Ergebnisse

Die Ergebnisse der cpa-, cpbl- und cpb2-Gen-PCR von C. perfrin-
gens-Isolaten aus den Kotproben sind in Tabelle 2 dargestellt. In
22 von 53 Proben war der Typ AR2, in sieben Proben der Typ A and
in zwei Proben der Typ C an ST 2 feststellbar. Am ST 14 konnte
nur in sieben Proben der beiden mit I. suis infizierten Gruppen der
Typ C festgestellt werden. An ST 3 und ST 14 war nur bei jeweils
14 Tieren beider Versuchsgruppen (IU, IB) der Clostridiennachweis
moglich.

FISH-Ergebnisse

Schleimhaut-assoziierte Bakterien > 10° Bakterien/ml Jejunum-,
Ileum-, Caecum- und Coloninhalt konnten bei allen euthanasier-
ten Ferkeln der TU-, IB- und UK-Gruppen am ST 3 (Tab. 3) er-
mittelt werden. Nur bei den IB-Ferkeln und UK-Ferkeln war an
ST 14 das Jejunum geringer bakteriell besiedelt. Das wesent-
lichste Ergebnis wurde mit der Chis 150-Sonde erhalten. Die
Konzentration der jejunalen Schleimhaut-assoziierten Clostridien
war in ST 3-Schleimhautproben der 1U-Gruppe (Abb. 4) um den
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Faktor 1000 hoher als in der IB-Gruppé (Abb. 5) und UK-Gruppe.
An ST 14 war die mittels Chis 150-Sonde erfasste Clostridienkon-
zentration im Jejunum bei den IB-Tieren viermal grofer als bei
den IU-Tieren (Daten nicht gezeigt). Eine signifikant niedrigere
(p <0,05) Gesamtbakterienzah! (Eub 338) war in der Zdkum- und
Colonschleimhaut der IU-Gruppe gegeniiber den IB- und UK-
Gruppen feststellbar (Tab. 3).

Diskussion

Die vorgestellten Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass
I suis-Infektionen Ferkel, die natiirlicherweise mit C. perfringens
besiedelt sind, fiir eine NE pradisponieren. Diese Hypothese konn-
te durch die Inokulation von 31 neugeborenen Ferkeln mit 1000
I. suis-Oozysten sechs Stunden nach der Geburt und einmalige
Behandlung der Hilfte dieser Ferkel mit 20 mg Toltrazuril/kg Kor-
permasse 12 Stunden nach der Inokulation bewiesen werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die unbehandelten Ferkel (IU) an Di-
arrhoe erkrankten. 33,3 % der IU-Ferkel verendeten, 20,0 % davon
unter dem typischen Bild der NE. Besonders im Wurf Nr. 4 konnte
sowohl bei den IB-Tieren als auch den IU-Tieren am ST 14 der
C. perfringens Typ C bestdtigt werden (Tab. 2). Ahnliche Bezie-
hungen zwischen Kokzidien und C. perfringens wurden auch bei
Broilern beschrieben (Williams et al., 2003; Collier et al., 2008).
Wie schon Deplancke et al. (2002) bei parenteral erndhrten Fer-
keln waren Collier et al. (2008) in der Lage zu zeigen, dass der
Hauptgrund fiir die forcierte Vermehrung von C. perfringens die
gesteigerte Mukusproduktion durch die Kokzidieninfektion ist und
dass diese mit der a-Toxinproduktion positiv korreliert. Park et al.
(2008) bestitigen diese Ergebnisse und sehen die Infektion mit
Kokzidien als Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung einer NE an.
In unseren Untersuchungen ist keines der Ferkel aus der IB-Grup-
pe verendet, obwahl von drei Tieren dieser Gruppe C. perfringens
Typ C nachgewiesen werden konnte. Interessanterweise gehorte
die Mehrzahl der verendeten Tiere zum Wurf Nr. 4. Nur ein ver-
endetes Tier gehdrte zum Wurf Nr. 2 mit ebenfalls drei bestatigten
Typ C-Nachweisen in der IB-Gruppe. Nur 10 % der Kotproben aus
der IB-Gruppe waren pasts oder wassrig.

Die Isospora-Infektion hat offensichtlich auch Einfluss auf an-
dere enterale bakterielle Parameter. Obwohl der initiale Laktobazil-
lenstatus bei allen Gruppen an ST 1 nicht differierte, war an ST 3
ein signifikanter (p <0,05) Unterschied zwischen den mit I suis
infizierten Ferkeln und der nicht infizierten Kontrollgruppe festzu-
stellen (Abb. 2). Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Elmusharaf
and Beynen (2007) bei Hithnern nach Eimeria tenella-Infektion.
Der Clostridien-Status der im Versuch verwendeten Ferkel war
zu Beginn der Untersuchungen sehr unterschiedlich. Die Nach-
weisrate, die C. perfringens-Konzentration pro Gramm Kot und
der C. perfringens-Typ waren in den fiinf Wiirfen der Muttersauen
gleichen Herkunftsbestands sehr unterschiedlich Der Anteil von
cpbl- und/oder cpb2-Gen tragenden C. perfringens-Isolaten war
ebenfalls in den fiinf Wiirfen verschieden (Tab. 2). Die Mehrzahl
der C. perfringens-Isolate gehorte zum Typ AB2. Nur bei wenigen
Tieren konnte der Typ C (cpbl- und cpb2-Gen-Trager) festgestellt
werden. C. perfringens Typ AB2 verursacht auch in anderen Tier-
arten Enteritiden (Herholz et al., 1999 Garmory et al., 2000; Wa-
ters et al., 2003), wird aber auch in Umweltproben nachgewiesen
{(Johansson et al., 2006). Isolate vom Schwein, meist mit enteri-
tischem Hintergrund, scheinen diesem Typ haufiger zu entspre-
chen (Villey et al., 2005; Jost et al., 2005; Johansson et al., 2006).
C. perfringens Typ A gehort zur gastrointestinalen Normalflora
bei Schweinen (Bueschel et al., 2003; Schotte et al., 2004; Son-
ger und Uzal, 2005). In unseren eigenen Untersuchungen trugen
die gesunden, nicht mit I. suis infizierten Kontrolltiere cpb2-Gen-
tragende C. perfringens in gréferer Zahl und hoherer Frequenz als
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die Tiere der I.suis-infizierten Gruppen (Tab. 2). Die kulturell er-
fassten fikalen Clostridien-Konzentrationen lagen am ST 3 bei den
IU-Ferkeln héher als bei den IB-Tieren (p=0,09). Die hochsten
C. perfringens-Konzentrationen pro Gramm Kot wurden aber
bei den gesunden UK-Tieren gefunden. Der Unterschied zu den
infizierten Ferkeln war signifikant an ST3 (p<0,001) und ST14
(p <0.05). Das entspricht aber der physiologischen Situation des
Saugferkels (Johannsen et al., 1993; Garmory et al., 2000; Schotte
et al., 2004). Ein signifikanter Unterschied konnte an ST 14 auch
in der Clostridienzahl zwischen den IU- und IB-Ferkeln festgestellt
werden (p=0,05), doch umgekehrt zu den Ergebnissen von ST 3
(Abb. 2). Der Grund kénnte in dem hoheren Wassergehalt pro
Gramm Kot liegen, da die Konzentration der Bakterien auf Feucht-
masse berechnet wurde. Klarere Ergebnisse (aber aufgrund der ge-
ringen Tierzahlen in den meisten Fallen ohne Signifikanz) wurden
durch die FISH-Analysen des Darmtraktes der euthanasierten Fer-
kel erzielt. Eine sehr groRe Clostridienkonzentration wurde in den
Jejunumproben der IU-Ferkel an ST 3 (Abb. 4, 5; Tab. 4) festge-
stellt. Das war bei den IB- und UK-Tieren niemals der Fall. (Swid-
sinski et al., 2005b; Swidsinski, persénliche Mitteilung, 2009). Die
IU- und IB-Tiere unterschieden sich hinsichtlich der Ergebnisse in
den Jejunum- und Colonproben mit der Chis 150-Sonde an ST 3
(Tab. 4.). Der einzige signifikante Unterschied zwischen 1U- und
IB-Ferkeln war mit der Eub338-Sonde (Eubakteriensonde) an ST 3
(Tab. 4) im Caecum festzustellen. Das war so nicht erwartet wor-
den, da die Bakterienkonzentration im Kot bei den IU-Ferkeln nied-
riger war als bei den IB-Ferkeln (P < 0,05). Dieses kann der Effekt
von zahlreichen korpereigenen antibakteriellen Substanzen im
Darm wie z. B der Phospholipase A2-Aktivitdt sein (Pollock et al.,
2003; Nevalainen et al., 2008). An ST 14 waren keine Unterschiede
zwischen den iiberlebenden IU-Tieren zu den IB- und UK-Tieren
mittels FISH-Methodik feststellbar. Interessanterweise unterschie-
den sich die FISH-Ergebnisse der Kotproben signifikant von den
kulturellen Resultaten bei allen Gruppen am ST 14. Alle Chis 150
-Sonden-Ergebnisse waren negativ, also unterhalb der Nachweis-
grenze von 10%/ml, wihrend die kulturellen Ergebnisse oberhalb
dieses Wertes lagen. Diese Differenz ist das Ergebnis der metabo-
lischen Inaktivitdt der Clostridien im Kot gesunder Tiere (Abb. 2).
Der Nachweis von Bakterien mittels FISH-Methode hédngt von der
metabolischen Aktivitdt der Erreger ab. Die Zahl der Ribosomen
ist bei metabolisch inaktiven Bakterien signifikant reduziert. Die
Fluoreszenzsignale verringern sich mit fallender Zahl von Targets
fiir die 16s RNA-basierten FISH-Sonden. Sie konnen zwar noch
mit der unspezifischen DNA-Firbung (DAPI) sichtbar gemacht
werden, sind aber mit spezifischen Sonden nicht identifizierbar.
Die Sichtbarmachung iiber die 16 s-RNA-Sonden ist demnach ein
indirektes Zeichen fiir bakterielle Stoffwechselaktivitdt (Amann et
al., 1995).

Schlussfolgerungen und Fazit fiir die Praxis

Unsere Ergebnisse weisen auf eine enge Beziehung zwischen der
experimentellen Inokulation von sechs Stunden alten, neugebore-
nen Ferkeln mit I. suis, die natiirlich mit C. perfringens besiedelt
waren und dem Auftreten von Nekrotischer Enteritis hin. Dieser
Zusammenhang wurde durch das Ausbleiben des Erkrankungs-
bildes bei den Tieren verifiziert, die zwolf Stunden nach der I. suis-
Infektion einmalig mit 20 mg/kg Toltrazuril (Baycox®) behandelt
wurden. 100 % der IU-Ferkel erkrankten an einem pastds/wadss-
rigen Durchfall an ST 10. 33,3 % der IU-Ferkel verendeten, davon
20 % unter dem Bild der NE. Mit der FISH- Methode (Eub 338, Chis
150) konnte an euthanasierten Ferkeln gezeigt werden, dass die
Jejunumschleimhaut der IU-Ferkel mit Clostridien an ST 3 {ibersdt
ist. Der Entziindungsprozess beeinflusst die Mikrobjota im Darm-
trakt quantitativ. B
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