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Zusammenfassung

Die Immunisierung von Legehennen
mit Pasteurella-Antigenen fiihrte zur
Bildung von Eiantikorpern mit
geringem Titer. Diese Antikdrper
weisen im bebriiteten Hiihnerei
keine Schutzwirkung auf.

Summary: Pasteurellas in the
embryonated eggs. 2. Immunity tests

The immunisation of laying hens
caused low titer egg antibodies.
These antibodies are not protective
in the embryonated eggs.

Keywords: P. multocida, P. haemo-
Iytica, embryonated eggs, immuniry
testing

1 Einleitung

Zur Prifung immunogener Eigen-
schaften von Pasteurella (P.)-multo-
cida- und P.-haemolytica-Antigenen
ist die Immunisierung von Tieren
sowie der sich anschlieBende Infekti-
onsbelastungsversuch  z.Z. noch
nicht ersetzbar. Begriindet wird dies
durch noch nicht ausreichend gesi-
cherte Beziehungen zwischen dem
Ausfall von in vitro Reaktionen zur
Immunantwort und dem Ergebnis
des Belastungsinfektionsversuches.
Eine Ursache dafiir sind die nicht
ausreichenden Kenntnisse zu den Vi-
rulenzeigenschaften der Pasteurellen.

Bei Pasteurellen sind in den letzten
Jahren Virulenzfaktoren, fiir P. mul-
tocida ein Dermonekrotoxin und fiir

P.  haemolytica ein Leukotoxin,
nachgewiesen worden. Antikorper
gegen diese Toxine sind protektiv.
Tiere, die mit entsprechenden To-
xoidantigenen immunisiert worden
waren, wiesen einen Schutz gegen
die Belastung mit den Toxinen, nicht
aber gegen die Belastung mit den
toxinbildenden Bakterien auf. Fir
die Induktion eines vollstindigen
Immunschutzes sind demnach noch
weitere Antigene verantwortlich. So-
lange nicht die an der Pathogenese
beteiligten Virulenzfaktoren aufge-
klart sind und nicht Korrelationen
zwischen den in vitro Untersu-
chungsergebnissen zu Immunant-
wortreaktionen einerseits und den
Resultaten des Infektionsbelastungs-
versuches andererseits nachgewiesen
wurden, sind Versuche an Tieren
nicht zu ersetzen.

Um die Belastungsversuche an der
Maus bzw. auch an anderen Tierar-
ten zu reduzieren, sollte die Mog-
lichkeit der Immunisierung von Hiih-
nern und die Priifung der Immunant-
wortreaktion an embryonierten Eiern
der immunisierten Hiihner gepriift
werden. In der 1. Mitteilung (Schim-
mel und van Truong, 1995) haben
wir einleitend auch auf die Bedeu-
tung des passiven Miiuseschutzver-
suches hingewiesen. Es war deshalb
naheliegend, auch die Schutzwir-
kung von Antiseren auf das bebriitete
Hiihnerei zu priifen. Dazu sollte die
direkte Verabfolgung der Antiseren
in den Dottersack vor der Applikati-
on der Pasteurellen in den Dottersack
des bebriiteten Hiihnereies dienen.

2 Eigene Untersuchungen
2.1 Material und Methoden

Herkunft, Bebriitung und Beimpfung
der Eier entsprachen den Angaben
der I. Mitteilung (Schimmel und van
Truong, 1995).

Bakterienstimme:

| Stamm P. multocida ssp. multocida

Serovar A

1 Stamm P. multocida ssp. multocida

Serovar B

| Stamm P. multocida ssp. multocida

Serovar D

| Stamm P. haemolvtica Serovar Al
Die Stimme wurden in teildefi-

niertem Medium nach FloBmann et

al. (1974) geziichtet, die Keimzahlen

betrugen 1-3 x 10°/ml. Diese Bouil-

lonkultur wurde nach entsprechender

Verdiinnung zur Ermittlung der LD,

in 6 Tage bebriitete, embryonierte,

von nicht immunisierten Hiihnern

stammende Eier injiziert.

Antigenherstellung zur Immuni-
sierung der Hiihner:

Bewachsene Bouillonkulturen der je-
weiligen Stimme wurden nach
18stiindiger Bebriitung (Keimzahl, 3
»x 10°ml) mit 0,5 % Formaldehyd
inaktiviert und Legehennen zur Im-
munisierung verabreicht.

Immunisierung der Legehennen:
Dreimalige intramuskulire Injektion
von 3 ml Antigen im Abstand von 3
Wochen.

*Autoren und Redaktion sind sich einig
dartiber, daB die hier geschilderten Ver-
suchsergebnisse keinen Erfolg bei der Um-
stellung des Nachweises der protektiven
Wirksamkeit von Antikérpern von der Maus
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auf das bebrlitete Hiihnerei gebracht haben.
Wir stellen diese Ergebnisseé trotzdem zur
Diskussion. Die Autoren wollen ihre Bemii-
hungen, zu einem Ersatz dieser Tierversu-
che zu gelangen, auf alle Félle fortsetzen

und sind fir Hinweise dankbar. Wir hoffen,
dan aus dem Kreis der Leser, die teilweise
ja sehr groe Erfahrungen mit avidren
Antikérpern haben, wertvolle Anregungen
kommen werden. Die Redaktion
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Aufarbeitung der Eier zur Anti-
korperbestimmung:
Die von einer Woche je immunisier-
ter Henne nach Abschlufl der Immu-
nisierung gesammelten Eier wurden
wie folgt zur Gewinnung von Eianti-
korpern aufgearbeitet:
= nach Abtrennen des Eiklars, An-
stechen der Eidotter, Gewinnung
von 10 ml Eidotterfliissigkeit und
Verdiinnung mit 15 ml PBS (pH
7.0)

* Homogenisierung mit Magnet-
rithrer

» 20miniitige  Zentrifugation  bei
4500 U/min

Gewinnung des Uberstandes

* 3malige Fillung mit 30%igem
Ammoniumsulfat

Aufnahme des letzten Prizipitates
in 5 ml aqua desi.

» 24stiindige Dialyse gegen PBS
Priffung des Antikorpertiters mit
indirekter Himagglutinationsreak-
tion.

Kontrolle der immunogenen
Wirksamkeit:

Zur Kontrolle der Schutzfunktion
nachgewiesener Antikdrper wurden
mindestens drei befruchtete Eier von
Hennen mit positivem Antikorper-
befund im Ei am 6. Bebriitungstag
mit dem homologen Stamm auf die
Allantoismembran und mindestens
drei Eier in den Dottersack infiziert
(Dosis LDy, jeweils aktuell ermit-
telt). Mindestens drei Eier nicht im-
munisierter Hennen dienten zur
Kontrolle.

Tabelle 1: Reziproke Titer der Eiantikérper

Antigen
Eiantikorper gegen P. multocida P. multocida P. multocida P. haemolytica
Serovar A Serovar B Serovar D Al
P. multocida Serovar A 64 - 8 8
P. multocida Serovar B - 64 - -
P. multocida Serovar D 8 - 128 -
P. haemolytica A1 - - - 64

Priifung von Antiseren auf Wirk-
samkeit:

Zur Priifung der immunologischen
Wirksamkeit im indirekten Haemag-
glutinationstest hochtitriger Antise-
ren von Kaninchen, Kilbern und
Ferkeln wurden (.5 ml Antiserum
am 5. Bebriitungstag in den Dotter-
sack befruchteter, von nicht immuni-
sierten Hennen stammender Eier in-
jiziert. Die Eier wurden am 6. Bebrii-
tungstag in den Dottersack mit dem
homologen Stamm infiziert (Dosis
LD,,). Wir verwendeten ein Antise-
rum vom Kaninchen gegen P. multo-
cida ssp. multocida Serovar A, ein
Antiserum vom SPF-Ferkel gegen P.
multocida ssp. multocida Serovar D
und ein Antiserum vom Kalb gegen
P. haemolytica Serovar 1, Biovar A.
Die Titer aller gepriiften Seren lagen
im indirekten Haemagglutinations-
test bei 1:1280.

3 Ergebnisse und Diskussion

Antikérpernachweis im Eidotter:

Die aus 4-5 Eiern gewonnenen Anti-
korper wurden mit dem indirekten
Haemagglutinationstest auf Titerho-
he und Spezifitit gepriift. Die Titer

Tabelle 2: Ergebnisse nach Infektion bebriteter Eier von immunisierten Hennen

lagen zwischen 1:64 und 1:128.
Kreuzreaktionen wurden nur in den
Verdiinnungen bis 1:8 nachgewiesen
(Tabelle 1).

Schutzwirkung im bebriiteten Ei:
Unmittelbar nach der Entnahme der
Eier zur Antikdrperbestimmung wur-
den die Eier fiir den Schutzversuch
gesammelt. Je immunisierter Henne
wurden sechs in den Brutapparat
eingelegte Eier am 6. Bebriitungstag
in den Dottersack und sechs weitere
eingelegte Eier ebenfalls am 6. Be-
briitungstag auf die Allantoismem-
bran mit dem zur Immunisierung
verwendeten Stamm infiziert (Dosis:
die LDy, des jeweils zuvor gepriiften
Stammes). Es konnte mit dieser Ver-
suchsanstellung fiir keinen Stamm
eine Schutzwirkung gefunden wer-
den (Tabelle 2).

Die Immunisierung von Legehen-
nen fithrte zur Eiantikorperbildung
gegen Pasteurellen. Diese wiesen je-
doch mit der angegebenen Priifme-
thode keine Schutzwirkung im be-
briiteten Hiihnerei auf.

Die erzielten Ergebnisse stehen in
gewisser Ubereinstimmung mit Re-
sultaten zur Bakterizidie von Voll-

Serovar der zur Immunisierung

Infektion Dottersack

Infektion Allantoismembran

und Infektion verwendeten Anzahl infi- Anzahl abgestor- Anzahl infi- Anzahl abgestor-
Pasteurella-Stamme zierter Eier bener Embryonen zierter Eier bener Embryonen
P. multocida A - A 4 3 5 3
nicht immunisierte Kontrolle - A 3 2 4 2
P. multocida B - B 5 3 4 3
nicht immunisierte Kontrolle - B 4 2 3 2
P. multocida D - D 4 2 4 2
nicht immunisierte Kontrolle - D 3 1 3 2
P. haem. A1 - A1 5 3 5 3
nicht immunisierte Kontrolle - A1 4 2 3 2
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blut und Plasma von Ferkeln und
Kilbern nach Immunisierung mit Pa-
steurcllen. Bakterizide Eigenschaf-
ten konnten bei diesen Ticren nicht
nach Immunisierung allein, sondern
nur nach Immunisierung und an-
schlieBend  ausgefiihrter  Bela-
stungsinfektion nachgewiesen wer-
den (Miiller et al. 1990). Auch Anti-
seren von Kaninchen, Ferkel und
Kalb mit hohem Titer im indirekten
Haemagglutinationstest wiesen nach
Applikation in den Dottersack weder
nach Infektion bebriiteter Hiihnereier
in den Dottersack noch auf die
Allantoismembran mit dem homolo-
gen Stamm einen Schutz auf. Diese
Ergebnisse stehen in gewissem Wi-
derspruch zu den Resultaten des
passiven Miuseschutzversuches.

Mit den bisher gepriiften Metho-
den konnen die Immunititspriifun-
gen von Pasteurella-Antigenen an
Tieren nicht ersetzt werden. Fiir die
Gewinnung von Antikdrpern gegen
Pasteurellen ist die Immunisierung
von Legehennen nur bedingt geeig-
net, weil die bisher erreichten Titer-
héhen nicht befriedigen kénnen.
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