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Untersuchungen zur Entwicklung alternativer
Wirksamkeitspriifungen von Rotlaufimpfstotten
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Zusammmenfassung

Rotlaufimpfstoffe sind das wichtigste Prophylaktikum gegen eine durch
Erysipelothrix rhusiopathiae verursachte Infektion der Schweine. Ublicher-
weise werden sie durch eine Infektionsbelastung schutzgeimpfter Schweine
im Vergleich zu Kontrolltieren auf ihre Wirksamkeit iiberpriift. Die Bemii-
hungen, den Infektionsversuch durch eine serologische Uberwachung nach
Impfstoffapplikation zu erserzen, waren bisher nur auf kleine Versuchstiere
ausgerichtet. Um zu zeigen, daf3 eine Titerentwicklung auch im Zieltier
nachweisbar ist, wurden Schweineseren nach Applikation verschiedener
Impfstoffe sowie nachfolgender Belastungsinfektionen auf ihren Antikérper-
gehalt untersucht. Weiterhin wurden Seren, gewonnen im Rahmen einer
Feldstudie, in die Erhebung einbezogen. Als serologisches Werkzeug wurde
ein ELISA genutzt.

Nach einer ein- bzw. zweimaligen Impfung wurden Antikorper (Ak)-Titer von
1:94-1:1411 bzw. 1:420-1:3095 nachgewiesen. Die Effizienz der Impfstoffe
wurde iiber einen Schutzversuch bestdtigt.

Die ermittelten Ergebnisse verdeutlichen, daf3 nach einer erfolgten Impfung
gegen Rotlauf ein Ak-Nachweis beim Schwein mittels ELISA grundsdizlich
mdéglich ist. Eine zweimalige Immunisierung ist gegeniiber einer Einzelim-
munisierung wesentlich giinstiger hinsichtlich Ak-Entwicklung. Die Methode
scheint zum Ersatz der Infektionsversuche im Rahmen der Wirksamkeitsbe-
stimmung von Rotlaufimpfstoffen geeignet.

Summary: Investigation about development of alternative efficacy verificati-
ons of swine erysipelas vaccines.

Vaccination is the most effective prophylaxis against swine erysipelas.
Vaccines are usually tested for efficacy by a challenge of vaccinated and
untreated pigs. Up to now the efforts to replace the infection test by a serolo-
gical method have been limited io the potency test in laboratory animals.
Here we provide evidence that the measurement of antibodies by an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) after vaccination and challenge is also
possible in the target species. Pig sera were tested for titer development after
a single and repeated vaccination in clinical trials. The efficacy of the
vaccines was confirmed by a challenge, which demonstrated that all immuni-
zed pigs survived with no signs of disease whereas all control animals
became severly ill. The ELISA was also used to measure erysipelas antibo-
dies after immunization of pigs with several vaccines in a field trial.

The ELISA may be a suitable alternative to replace the challenge methods
currently used for testing of erysipelas vaccines.

Keywords: swine erysipelas vaccine, alternative potency test, erysipelas
antibody, ELISA
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1. Einfithrung

Erysipelothrix rhusiopathiae (E.rh.)
ist unter natiirlichen Haltungsbedin-
gungen bei landwirtschaftlichen
Nutztieren weit verbreitet. Allgemei-
ne Hygienemalinahmen konnen le-
diglich eine Keimreduzierung bewir-
ken, cine Infektion und somit eine
mogliche Rotlauferkrankung aber
nicht ausschlieBen. Unter den gege-
benen Umstidnden bildet somit die
Immunprophylaxe die wesentlichste
PraventivmalBnahme.

Der Rotlaufimpfstoff ist das wich-
tigste Prophylaktikum gegen eine
durch E.rh. verursachte bakterielle
Infektion der Schweine. Im Jahr
1992 wurden in Deutschland iiber
4.300.000 Impfdosen eingesetzt.

Neben den Rotlauflebendimpfstof-
fen werden Totimpfstoffe unter-
schieden; letztere unterteilen sich in
Adsorbatimpfstoffe und Lysatimpt-
stoffe. Diese Palette wird durch die
Kombinationsimpfstoffe erginzt, die
neben E.rh. meistens Viren enthal-
ten.

Die Rotlaufimpfstoffe werden im
Rahmen des Zulassungsverfahrens
durch  eine  Infektionsbelastung
schutzgeimpfter Schweine im Ver-
gleich zu Kontrolltieren auf ihre
Wirksamkeit {iiberpriift (Mohlmann
et al., 1963; Hubrig et al., 1964
Eissner und Ewald, 1973).

Fiir die Chargenpriifung von Rot-
lauflebendimpfstoffen schreibt die
amerikanische Priifvorschrift (Code
of Federal Regulations [CFR]) vor,
daBl nach einer intramuskulidren In-
jektion des Referenzstammes minde-
stens 75% der geimpften Tiere ge-
schiitzt sind und mindestens 75% der
Kontrolltiere deutliche Rotlaufer-

ALTEX 11, SUPPLEMENT 94



R

REFINE

GYRA ET AL.

N,

D

vs""na
scheinungen zeigen miissen. Ver-
gleichbare Anforderungen gelten in
anderen Léindern.

In Deutschland kann die Lebend-
keimzahlbestimmung als alleiniger
Nachweis der Potency fiir die Char-
genpriifung akzeptiert werden, so-
fern die Wirksamkeit des Rotlaufle-
bendimpfstoffes im Schweineschutz-
versuch an mehreren aufeinanderfol-
genden Chargen parallel zur Lebend-
keimzahlbestimmung nachgewiesen
wurde.

Fiir inaktivierte Impfstoffe (Adsor-
batimpfstoffe, Lysatimpfstoffe) ist
nach dem Europiischen Arzneibuch
(EAB) und dem Deutschen Arznei-
buch 10 (DAB 10, Arzneibuchmono-
graphie ,.Schweinerotlaufimpfstoff*)
ein Miuseschutztest als Kriterium
der Wertbemessung vorgeschrieben.
Fir Kombinationsimpfstoffe gelten
die gleichen Anforderungen.

Schweinebelastungsversuche sind
mit erheblichen Leiden fiir die Tiere
verbunden und sollten daher redu-
ziert bzw. mit einem serologischen
Verfahren zur Wertbemessung er-
setzt werden.

Zur Bestimmung humoraler pro-
tektiver Antikorper sowie einer Ein-
schitzung des Immunstatus beim
Schwein gelangten verschiedene se-
rologische Methoden zur Anwen-
dung. Die auf Watts (1949) zuriick-
zufithrende Wachstumsprobe, ver-
schiedene Agglutinationsverfahren
sowie der ELISA wurden zum Nach-
weis von Ak gegen E. rh. herangezo-
gen (Binder und Mathois, 1985;
Hubrig, 1961; Kovalenko et al,
1970; Sawada et al., 1979; Sawada et
al., 1987; Kirchhoff et al., 1985;
Dahms et al., 1989; Schilow et al.,
1991). Auswertung und Diskussion
der Ergebnisse dieser Methoden wa-
ren jedoch auf die Anforderungen
der klinischen Diagnose gerichtet
bzw. wurden zur Untersuchung von
hochtitrigen Immunseren eingesetzt
(Dahms et al., 1991).

Mittels serologischer Verfahren,
denen eine Agglutinationsreaktion
zugrunde liegt, werden beide Ak-
Klassen (IgG und IgM) gleicherma-
Ben erfaf3t. Da die Ergebnisse aber je
nach dem Verhéltnis beider Immun-
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globulin-Klassen unterschiedlich
ausfallen konnen, wird der direkte
Vergleich weiter erschwert.

Tasker (1981) kam ebenfalls zum
SchluB, daB der Agglutinationstiter
und die Schutzrate des Schweines in
keiner sicheren Abhiingigkcit zuein-
ander stehen; der Test kann nur als
unzuldnglicher Anzeiger fiir den Im-
mun- bzw. Infektionsstatus der Tiere
angesehen werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte
daher untersucht werden, ob eine
Titerentwicklung auch im Zieltier
Schwein, nach Applikation verschie-
dener Impfstoffe sowie nachfolgen-
der Belastungsinfektionen, mit ei-
nem ELISA nachweisbar ist. In die
Untersuchungen wurden Seren aus
verschiedenen Infektionsversuchen
sowie einer Feldstudie einbezogen.

2. Tiere, Material und Methoden
2.1 Der ELISA

2.1.1 Die Priparation des ELISA-
Antigens

Die Priparation des Rotlaufantigens
wurde an anderer Stelle ausfiihrlich
beschrieben ( Beckmann und CuBler,
S. 39).

2.1.2 Die Durchfithrung des
Testes

Ein Antigenlyophilisat wurde in
aqua dest. resuspendiert und 1:100
in Carbonatpuffer, pH 9,6, verdiinnt.
Mit 100 pl/Depot dieser Losung
wurden Mikrotiterplatten (MTP)
(Nr.650101, Greiner GmbH,
Deutschland) beschichtet, bei 4C° 16
h iiber Nacht inkubiert und anschlie-
Bend dreimalig in einem Waschauto-
maten fiir MTP (PW 96, Fa. SLT,
Crailsheim) gewaschen. Fiir alle fol-
genden Reaktionsschritte gilt, wenn
nicht anders beschrieben, daf bei
einer Inkubationszeit von 60 Minu-
ten bei 37°C pro Testschritt jeweils
100 pl Reaktionslsung je Kavitit
verwendet wurde. Zwischen den Re-
aktionsschritten wurde dreimal mit
PBS,0,05% Tween gewaschen, wo-
bei die Inkubationszeit des Wasch-
puffers pro Platte jeweils 30 Sekun-

den betrug. Alle Verdiinnungspuffer
entsprachen der Zusammensetzung
des Waschpuffers. Nach dem Blok-
kieren der Platten mit 150 Wl Blok-
kierungspuffer (PBS, 3%iges bovi-
nes Serumalbumin) je Depot, wurde
eine log2-Verdiinnungsreihe, begin-
nend mit einer Verdiinnung von
1:125, mit den Testseren und dem
hauseigenen Rotlaufschweineserum-
standard (Rs7) hergestellt. Die Aus-
testung dieser Titrationsreihe -ver-
steht sich als Doppelbestimmung.
Der Nachweis der Antikdrper im
Serum erfolgte mit einem Anti-
Schwein-IgG-Peroxidase-Konjugat
(Dianova, Hamburg) in einer Ge-
brauchsverdiinnung von 1:6000. Als
Substrat zur Bestimmung der Per-
oxidaseaktivitdt wurde Tetramethyl-
Benzidin (TMB) (Sigma, Deisen-
hofen) verwendet. Der Substratum-
satz vollzog sich bei Raumtempera-
tur und wurde nach fiinf Minuten
durch Zugabe von 50 pl 2.5 molarer
Schwefelsdure je Reaktionseinheit
beendet. Die Ermittlung der Extink-
tionswerte erfolgte bei einer Wellen-
linge von 450 nm (340 AT, SLT,
Crailsheim).

2.2 Infektionsversuche

2.2.1 Erster Versuch: Wirksam-
keitsnachweis bei einem Rotlauf-
lebendimpfstoff
Die Tiere, zehn Masthybriden im
Alter von 8-10 Wochen, wurden in
eine Impfgruppe und eine Kontroll-
gruppe von jeweils 5 Schweinen
eingeteilt. Die Impfung erfolgte mit
der vorgeschriebenen Dosis s.c. am
rechten Ohrgrund. Drei Wochen spi-
ter wurden alle Tiere mit verschiede-
nen Rotlaufstimmen der Serotypen
1, 2 und N intradermal infiziert. Die
Infektion wurde mit 0,1 ml einer
Suspension, die 10° koloniebildende
Einheiten (KBE) enthielt, infrader-
mal an drei Stellen des Riickens an
beiden Korperseiten vorgenommen.
Die Schweine wurden iiber einen
Zeitraum von 14 Tagen post infectio-
nem beobachtet.

Von allen Tieren wurden vor der
Impfung, drei Wochen nach der Imp-
fung (zum Zeitpunkt der Infektion)
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und eine Woche nach der Infektion
Blutproben aus der vena cava cra-
nialis entnommen. Die Serumgewin-
nung erfolgte durch eine 13miniitige
Zentrifugation bei 2000 x g in einer
Varifuge RF (Hereaus Zebatech,
Osterrode). Das Serum wurde in
Kryorohrchen (Nunc Dénemark)
portioniert und bei —20°C gelagert.

2.2.2 Zweiter Versuch: Wirksam-
keitsnachweis eines Rotlauf-
kombinationsimpfstoffes

Die Seren wurden uns freundlicher-
weise von einer Firma, die im Rah-
men des Zulassungsverfahrens einen
Belastungsversuch durchgefiihrt hat,
zur Verfiigung gestellt.

Von den 10 in den Infektionsver-
such einbezogenen Tiere wurden
fiinf Schweine im Alter von 10
Wochen das erste Mal mit 2 ml
Impfstoff geimpft und 3 Wochen
spiter geboostert. Die Infektion die-
ser Tiere sowie der fiinf Kontrolltiere
erfolgte im Alter von 15 Wochen
durch intradermale Injektion mit ei-
nem Stamm des Serotyps 1 und 2 in
mehreren Verdiinnungsstufen.

Den Tieren wurde vor jeder Imp-
fung jeweils eine Blutprobe entnom-
men. Die dritte Blutentnahme erfolg-
te erst 10 Tage nach dem Challenge.
Leider stand kein Serum zur Verfii-
gung, das unmittelbar vor der Infek-
tion, also 3 Wochen nach der 2.Imp-
fung, gewonnen wurde.

Die Aufbereitung der Seren erfolg-
te wie unter 2.2.1 beschrieben.

2.2.3 Dritter Versuch: Wirksam-
keitsnachweis bei zwei inaktivier-
ten Rotlaufimpfstoffen
Von einer zweiten Firma wurden uns
ebenfalls Seren aus einem Schweine-
belastungsversuch zur Verfiigung
gestellt. In den Versuch waren 15
Tiere eingebunden, die in Gruppen
von je 5 Schweinen aufgeteilt waren;
je eine Impfgruppe fiir beide Vakzi-
nen und eine Kontrollgruppe. Die
Blutentnahmen erfolgten direkt vor
der Impfung und 3 Wochen spiiter,
kurz vor der intradermalen Infektion
mit verschiedenen Rotlaufstimmen
(siehe analog Versuch 1). Die letzten
Blutproben wurden 3 Wochen nach
der Infektion gewonnen.

Die Aufbereitung der Seren erfolg-
te wie unter 2.2.1 beschrieben.

2.3 Praxisversuch — Titerunter-
suchungen nach Einsatz verschie-
dener Rotlaufimpfstoffe in einem
Praxisbetrieb

Die zur Impfung herangezogenen 23
Sauen gehorten zu einem Qualitits-
ferkel-Erzeugerbetrieb. In die Prii-
fung wurden ein Rotlaufadsorba-
timpfstoff (Impfstoff 1) und drei
Rotlauf-Parvo-Kombinationsimpf-
stoffe (Impfstoff 2-4) einbezogen,
die an unterschiedlich groBe Grup-
pen von Tieren verimpft wurden.
Nach der Nullblutentnahme erfolg-
te die erste Impfung. Alle Jungsauen
wurden nach 3 Wochen erneut ge-
blutet und immunisiert. Nach weite-
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ren 3 Wochen wurde den Tieren
nochmals Blut entnommen.

Die Aufbereitung der Seren erfolg-
te wie unter 2.2.1 beschrieben.

2.4 Miuseschutztest

Der laut DAB 10 zur Berechnung der
Wirksamkeit jeder Rotlaufcharge
vorgeschriebene Miuseschutztest ist
detailliert bei Beckmann und CuBler,
S. 39, beschrieben. Fiir eine Char-
genfreigabe ist eine Mindestwirk-
samkeit von 50 Internationalen Ein-
heiten (LLE.) pro Dosis gefordert.

3. Ergebnisse

3.1 Klinische Bewertung der
Wirksamkeit in den Belastungs-
versuchen

Nach der Infektion zeigten alle Impf-
linge ein gleichbleibend gutes Allge-
meinbefinden ohne Anzeichen einer
Rotlaufinfektion.

Alle Kontrolltiere zeigten ein bis
vier Tage nach der Infektion einen
starken Fieberanstieg sowie Abge-
schlagenheit, FreBunlust, Apathie
und zum Teil Schiittelfrost. Die mei-
sten Tiere lieBen einen ausgeprigten
Hautrotlauf erkennen. Aus Griinden
des Tierschutzes wurden alle deut-
lich erkrankten Schweine mit Peni-
cillin bzw. Rotlaufimmunserum be-
handelt. Die in Versuch drei ange-
wandte Therapie mit homologem Se-

Tabellen 1a und 1b: Titerentwicklung nach Applikation eines Rotlauflebendimpfstoffes mit nachfolgender Belastung bei

Impflingen und Kontrolltieren

a

Zeitpunkt Tier-Nr. 401 Tier-Nr. 402 Tier-Nr. 403 Tier-Nr. 404 Tier-Nr. 405
O-Blutprobe neg. neg. neg. neg. neg.

Probe nach 1. Impfung 1:581 1:445 1:153 1:112 1:94

nach 2. Impfung n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

nach Infektion 1:1294 1:2383 1:427 1:357 1:132

b

Zeitpunkt Tier-Nr. 2176 Tier-Nr. 2177 Tier-Nr. 2178 Tier-Nr. 2179 Tier-Nr. 2180
0-Blutprobe neg. neg. neg. neg. neg.

Probe nach 1. Impfung neg. neg. neg. neg. neg.

nach 2. Impfung n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

nach Infektion 1:82 1:67 1:283 1:51 1:54
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rum fithrte zu einem sehr hohen
Rotlauftiter. Dieser artifizielle An-
stieg wurde daher nicht grafisch dar-
gestellt. Die mit einem Sternchen
gekennzeichneten Kontrolltiere ver-
starben vor einer Behandlung an
einer akuten Rotlauferkrankung.

3.2 Serologische Bewertung der
Versuche

Die iiber den Zeitraum des Versuchs
gewonnenen Serumproben wurden
mit dem ELISA auf Rotlauf-Ak
tiberpriift. Bei keinem der Tiere
konnte vor Versuchsbeginn Ak ge-
gen den Erreger des Rotlaufs nach-
gewiesen werden.

3.2.1 Erster Versuch
Die Uberpriifung der Einzelseren er-
gab eine deutliche Differenzierung
zwischen den geimpften Tieren und
den Tieren, die ohne Impfprophylaxe
infiziert wurden.

Die Einzeltiter sind der Tabelle 1a/
b zu entnehmen. Um die Titerent-
wicklung in der Versuchtier- sowie
i der Kontrolltiergruppe graphisch
darzustellen, wurden die Werte ge-
mittelt. Die Verlaufskurven (siche
Abbildung 1) zeigen einen deutli-
chen Anstieg des Ak-Titers nach der
Immunisierung der Versuchstiere.
Dieser Titer wird durch den mit der
Infektion verbundenen Booster-Ef-
fekt um das Doppelte bis Fiinffache
erhoht. Alle Kontrolltiere zeigten bis
zum Zeitpunkt der Infektion keine
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Abbildung 1: Titerverlauf nach Applikation eines Rotlauflebendimpfstoffes mit
nachfolgender Belastung bei Impflingen und Kontrolltieren

Ak-Entwicklung. Lediglich nach der
Infektion konnte ein geringer Ak-
Anstieg nachgewiesen werden.

3.2.2 Zweiter Versuch
In diesem Versuch zeigten die ge-
impften Tiere nach der Immunisie-
rung einen Titeranstieg von 1:500 bis
1:1400. Die ungeimpften Kontrollen
wiesen bis auf eine Ausnahme erst
nach der Infektion einen leichten Ak-
Anstieg auf. Ein Tier zeigte schon
vor dem Challenge einen leichten
Titer, wofiir jedoch keine Erklédrung
gefunden werden konnte. Die Titer-
einzelwerte sind der Tabelle 2a/b zu
entnehmen.

Der Titerverlauf aller Einzeltiere
ist in Abbildung 2 dargestellt.

Da direkt vor der Infektion keine
Blutentnahme mehr erfolgte, kann
der Boostereffekt nach Zweitimp-
fung hier nicht gezeigt werden. So
kann auch der leichte Titerabfall bei
den meisten Tieren zum Ende des
Versuchs nicht zeitlich genau einge-
ordnet werden.

Der Impfstoff wies im Miuse-
schutztest einen Wert von 449.6 LE./
Dosis auf.

3.2.3 Dritter Versuch

Bei allen im Versuch befindlichen
Tieren konnte anhand der ersten
Serumprobe kein Rotlauf-Grundtiter
nachgewiesen werden. Nach der Im-
munisierung ; entwickelten alle
Schweine der Impfgruppen einen

Tabellen 2a und 2b: Titerentwicklung nach Applikation eines Rotlauf-Parvo-Kombinationsimpfstoffes mit nachfolgender
Belastung bei Impflingen und Kontrolitieren

a

Zeitpunkt Tier-Nr.27 Tier-Nr.28 Tier-Nr.29 Tier-Nr.30 Tier-Nr.31
0-Blutprobe neg. neg. neg. neg. neg.
Probe nach 1. Impfung 1:880 1:562 1:1441 1:932 1:710
nach 2. Impfung k. Probe k. Probe k. Probe k. Probe k. Probe
nach Infektion 1.717 1:895 1:971 1:420 1:856
b
Zeitpunkt Tier-Nr.32 Tier-Nr.33 Tier-Nr.34 Tier-Nr.35 Tier-Nr.36
0-Blutprobe neg. neg. neg. neg. neg.
Probe nach 1. Impfung neg. neg. neg. neg. neg.
nach 2. Impfung K. Probe k. Probe k. Probe k. Probe k. Probe
nach Infektion 1:412 1:486 1:437 1:734 1:224
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Abbildung 2: Titerverlauf nach Applikation eines Rotlauf-Parvo-Kombinationsimpf-
stoffes mit nachfolgender Belastung bei Impflingen und Kontrolltieren

mefBbaren Titer, der sich allerdings
durch die Infektion sehr stark erhoh-
te. Dieser Effekt ist in der Abbildung
3 dargestellt; die zu den Mittelwer-
ten zusammengefaiten Einzelwerte
sind den Tabellen 3a/b/c zu entneh-
men.

Diese Impfstoffe wiesen im Miu-
seschutztest laut DAB 10 eine Wirk-
samkeit von 217 bzw 244 LE./ml
auf.

3.2.4 Vierter Versuch
In Tabelle 4 sind fiir jeden gepriiften
Impfstoff die Mittelwerte aus den

Untersuchungen der jeweils immuni-
sierten Tiere den ermittelten Wirk-
samkeiten aus dem Miuseschutztest
gegeniibergestellt. Die Tabelle ent-
hdlt weiterhin Angaben iiber die
Hohe der Dosis und die GroBe der
geimpfien Tiergruppen.

Die Ergebnisse machen deutlich,
dal} bereits nach der ersten Immuni-
sierung im Vergleich zur Nullblut-
probe ein geringer Titeranstieg zu
erkennen ist, der sich durch den
Boostereffekt der Folgeimpfung er-
hoht. Zugleich ist eine gewisse Dif-
ferenzierung zwischen den einzelnen

2500 +
2000 +
F o | —=— Impigruppe
; —5— Impfgruppe 2
F sy ——— Kontrollgnuppe
m 4+
0 o .
0- 3 Wochen 3 Wochen
Blutprobe, nach nach
1.Impfung 1.Impfung, Infektion
Infektion

Abbildung 3. Titerverlauf nach Applikation zweier inaktivierter Rotlaufimpfstoffe mit
nachfolgender Belastung bei Impflingen und Kontrolltieren
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Impfstoffen zu erkennen (siehe Ab-
bildung 4).

Die Mittelwerte (Serumtiter) lie-
gen nach Erstimmunisierung noch
dicht beieinander. Nach der Zweit-
vakzination werden grofere Unter-
schiede zwischen den einzelnen
Impfstoffen deutlich.

Vergleicht man die Einzelwerte
der Tiere bzw. Impfstoffe, so sind
erhebliche Schwankungen hinsicht-
lich der Reaktionen der ecinzelnen
Tiere auf die Vakzine zu erkennen
(siche Abbildung 5: Impfgruppe 1 -
Monovalenter Impfstoff; Impfgruppe
2 — Kombiimpfstoft).

5. Diskussion

Um eventuell Parallelen zwischen
der Wertigkeit einer Vakzine im
Miuseschutzversuch und der Hohe
des induzierten Titers im Schwein
aufzuzeigen, erschien der Versuch
wichtig, die Entwicklung der Im-
munantwort nach Impfung anhand
gezielter ~ Untersuchungen  von
Schweineseren zu charakterisieren.

Zur Bestimmung humoraler pro-
tektiver Antikorper sowie einer Ein-
schitzung des Immunstatus beim
Schwein gelangten verschiedene se-
rologische Methoden zur Anwen-
dung. Die auf Watts (1949) zuriick-
zufiihrende Wachstumsprobe, ver-
schiedene Agglutinationsverfahren
sowie der ELISA wurden zum Nach-
weis von Ak gegen E.rh. herangezo-
gen (Binder und Mathois, 1985;
Hubrig, 1961; Kovalenko et al.,
1970; Sawada et al., 1979; Sawada et
al., 1987; Kirchhoff et al., 1985;
Dahms et al., 1989; Schilow et al.,
1991). Auswertung und Diskussion
der Ergebnisse dieser Methoden wa-
ren jedoch auf die Anforderungen
der klinischen Diagnose gerichtet
bzw wurden zur Untersuchung von
hochtitrigen Immunseren eingesetzt
(Dahms et al., 1991).

Die vorliegenden Ergebnisse und
dic grofien methodischen Unter-
schiede erlauben aber bisher noch
keine klare Aussage iiber die Bezie-
hung von Ak-Titern und der protekti-
ven Wirkung im Zieltier Schwein.
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Tabellen 3a, 3b und 3c. Titerentwicklung nach Applikation zweier inaktivierter Rotlaufimpfstoffe mit nachfolgender
Belastung bei Impflingen und Kontrolltieren

a (1. Impfgruppe)

Zeitpunkt Tier-Nr.22 Tier-Nr.23 Tier-Nr.24 Tier-Nr.25 Tier-Nr.26
O-Blutprobe neg. neg. neg. neg. neg.
Probe nach 1. Impfung 1:252 1:360 1:195 1:137 1:198
nach 2. Impfung n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
nach Infektion 1:438 1:867 1:451 1:1918 1:1461
b (2. Impfgruppe)

Zeitpunkt Tier-Nr. Tier-Nr. Tier-Nr. Tier-Nr. Tier-Nr.
0-Blutprobe neg. neg. neg. neg. neg.
Probe nach 1. Impfung 1:217 1:134 1:205 1:703 1:452
nach 2. Impfung n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
nach Infektion 1:8447 1:3274 1:2692 1:505 1:1265
¢ (Kontrollgruppe)

Zeitpunkt Tier-Nr. Tier-Nr. Tier-Nr. Tier-Nr. Tier-Nr.
0-Blutprobe neg. neg. neg. neg. neg.
Probe nach 1. Impfung neg. neg. neg. neg. neg.
nach 2. Impfung n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
nach Infektion Xxx* XXX* 1:10126** 1:9332" XXX*

* verendete Tiere; ** mit homologem Antiserum behandelte Tiere

Tabelle 4: Titerentwicklung (Mittelwerte) nach Applikation von drei Rotlauf-Parvo-Kombinationsimpfstoffen
(Impfstoff 2—4) und eines Monoimpfstoffes, Wirksamkeit aus dem Mauseschutztest, Dosis pro Impfstoff und GréBe
der geimpften Tiergruppen im Uberblick

Impfstoff  Dosis (ml) GruppengréBe  Ergebnis Mauseschutztest Titer nach 1. Impfung Titer nach 2. Impfung
(I.LE./Dosis)

1 2 8 Tiere 78,83 1:338 1:941

2 2 7 Tiere 109,91 1:137 1:540

3 2 4 Tiere 95,00 1:176 1:559

4 2 4 Tiere 185,25 1:525 1:3095

* vor der Impfung war kein Rotlauftiter nachweisbar

Die Ergebnisse der hier vorgestell-
ten vier Versuche waren vergleich-
bar, obwohl Versuch eins und drei
nur eine einmalige Impfung beinhal-
tete.

Nach der Immunisierung mit dem
Rotlauflebendimpfstoff entwickelten
sich nur relativ geringe Titer, obwohl
die Tiere ausreichend geschiitzt wa-
ren. Dieses Ergebnis triigt der Tatsa-
che Rechnung, dal} bei Lebendvakzi-
nen mit einer zusétzlichen Stimulie- ;
rung der zelluldren Immunabwehr zu 0- 2 Wochen 3 Wochen
rechnen ist. Danach ist nach unserer Blutprobe, nach 1. nach 2.
Auffassung die alleinige serologi- 1imphing Z'm Impfung
sche Erhebung nicht zur Beurteilung :

des Impfstoffes geeignet. Als Alter-  appiigung 4: Titerverlauf (Mittelwerte) nach Applikation von drei Rotlauf-Parvo-
native steht hier die Keimzihlung als  Kombinationsimpfstoffen (Impfstoff 2-4) und eines Monoimpfstoffes an 23 Jungsauen

—=— |mpistoff1
—O— Impfstoff 2
——— Impfstoff 3

Titer (log2)
TENEARE

———— Impfstoff 4

/}é
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Blutprobe,
1.Impfung

nach nach
1.Impfung, 2.Impfung
2.Impfung

— & Impfgruppe 1
— % Impigruppe 2

Abbildung 5: Titerverlauf (Einzelwerte) nach Applikation eines Rotlauf-Parvo-
Kombinationsimpfstoffes (Impfstoff 3) und eines Monoimpfstoffes (Impfstoff 1) an

12 Jungsauen

Moglichkeit einer Wertbemessung
zur Verfiigung. Die in Versuch zwei
und vier erzielten Titer waren im
Gegensatz zu Versuch drei sehr aus-
sagekriftig, da alle Tiere einen Titer
iiber 1:500 entwickelten.

Die sehr gute Reaktion der Tiere
nach der Erstimpfung in Versuch
zwei ist sicherlich darauf zuriickzu-
fiihren, daB der Impfstoff einen ho-
hen Gehalt an LE. aufwies. Im Mau-
seschutztest konnte ein Wert von
449,6 1.E./Dosis nachgewiesen wer-
den.

Eamens et al. (1989) kamen nach
der Untersuchung von Schweinese-
ren mit einem ELISA ebenfalls zum
Schluf, daBl die Gabe einer hoheren
Dosis von E.rh. eine stirkere Ak-
Antwort im Schwein induziert.

Der individuelle Titeranstieg nach
Impfung von 1:500 bis tiber 1:1400
kann mit dem nachgewiesenen
Schutz der Tiere vor einer Rotlaufin-
fektion in Verbindung gebracht wer-
den.

Die in Versuch drei erzielten Wer-
te waren mit den Ergebnissen aus
Versuch eins vergleichbar, was si-
cherlich der nur einmaligen Immuni-
sierung zuzuschreiben ist.

Die Seren der ungeimpften Kon-
trollen blieben bis zur Infektion ne-
gativ. Alle vakzinierten Tiere aus
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Gruppe 1 und 2 wiesen durch die
einmalige Vakzinierung einen aus-
reichenden Schutz gegen eine Rot-
lauferkrankung auf, obwohl der
nachgewiesene Titer gegeniiber Ver-
such zwei vergleichsweise niedrig
war.

Im Praxisversuch wurden nach
einmaliger Impfung Titer bis zu
1:525, nach Boosterung Titer bis zu
1:3095 erzielt. Obwohl der wirkliche
Schutz der Tiere in dieser Studie
nicht iiber einen Belastungsversuch
bestiitigt wurde, erscheint auf Grund
der Ak-Antwort im Vergleich mit
den Versuchen eins bis drei ist die
Annahme berechtigt, da} ein Schutz
vor einer Rotlaufinfektion zu erwar-
ten ist.

Um einen sicheren Schutz zu ge-
wiihrleisten, ist fiir fast alle Vakzinen
eine zweimalige Immunisierung vor-
geschrieben. Wie in Versuch zwei
und vier gezeigt, ist bei dieser Vor-
gehensweise deutlicher Ak-Titer im
Schwein zu induzieren. Die grofe
Streuung der ermittelten ELISA-
Werte der Einzeltiere bestitigt die
Aussage von Blomer (1992) in Aus-
wertung von Untersuchungen zur
Ak-Entwicklung und -Persistenz
nach Immunisierung von Jungsauen.
Die Autorin wies nach, daB die
Erstimpfung einen hochsignifikanten

R
o

-
Ak-Anstieg induziert, der aber nach
11 Wochen bereits wieder abfillt.
Diese Tatsache spricht ebenfalls fiir
den Vorteil einer Boosterung (Aus-
nahme: Lebendimpfstoffe). Die Au-
torin kam jedoch im Gegensatz zu
unseren Resultaten zu der SchluBfol-
gerung, dall die Anwendung der
Kombi-Priparate im Vergleich zu
den monovalenten Vakzinen zur
deutlichen, aber nicht signifikanten
Anhebung des Rotlauf-Ak-Spiegel
fiihrt.

Die Dauer der Immunitit wird
nach einmaliger Impfung in der Lite-
ratur mit 6-12 Monaten angegeben
(Ose, 1972) und ist durch eine
Zweitimpfung noch erheblich zu ver-
lingern.

CuBler und Beckmann (1991)
kommen zu dem Schluff, daf} eine
einmalige Injektion von Impfstoffen
keinen sicheren Schutz bewirkt und
nur bei Mastschweinen in Betrieben
mit geringem Infektionsdruck zu
vertreten ist.

Die Auswertung der Ergebnisse
des Miuseschutztestes lie3 bei wie-
derholten Ansitzen innerhalb gefor-
derter Haltbarkeitsstudien grofe
Schwankungen erkennen. Diese
Tatsache weist auf die Unzuldnglich-
keit und die geringe Aussagekraft
dieses Tierversuchs an der Maus
hin.

Schweine reagieren ebenfalls indi-
viduell auf eine Impfung. Zieht man
jedoch die Mittelwerte der Einzelse-
ren zur Bewertung der Impfstoffe
heran, so ist eine klare Unterschei-
dung zwischen geimpften Tieren und
ungeimpften Kontrollen moglich.

Wie die dargestellten Ergebnisse
weiterhin verdeutlichen, steht der
induzierte Titer in Zusammenhang
mit der Wertigkeit eines Impfstoftes.
Demnach miifite das erforderliche
Mindestmal} an wirksamen Bestand-
teilen auch eine Mindesttiterentwick-
lung nach sich ziehen. Darauf bezug-
nehmend wire die Festlegung eines
Grenzwert-Titers denkbar, der drei
Wochen nach Impfung erreicht wer-
den mub. Gezielte Untersuchungen
in diese Richtung erdffneten die
Mboglichkeit, auf der Basis der hu-
moralen Immunantwort eine Wertbe-
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messung von Rotlaufimpfstoffen zu
etablieren.

Von den in der Einleitung bereits
erwihnten etablierten Testmethoden
wurde der ELISA ausgewihlt. Er
zeichnet sich gegeniiber der Aggluti-
nation durch eine héhere Sensitivitit
und Sperzifitit aus, da mit dem ELI-
SA durch den entsprechenden Ein-
satz spezifischer Konjugate im Ge-
gensatz zur Agglutination nur die
IgG erfalit werden. Das trigt letztlich
zur besseren Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit der erzielten Er-
gebnisse bei. Aufierdem ist aus Un-
tersuchungen an Labortieren be-
kannt, dalB} lediglich IgG-Antikorper
in der Lage sind, eine Schutzwirkung
im Versuchstier hervorzurufen, wih-
rend IgM-Antikorper eine Infektion
nicht verhindern kénnen (Yokomiso
und Isayama, 1972; Sawada et al.,
1987).

Es bleibt demnach abzukliren,
welcher protektive Wert einer Vakzi-
ne ausreicht, ein Schwein zu schiit-
zen und wie sich diese Bemessung in
einem Mindestliter im ELISA wider-
spiegelt.

SchlubBfolgerung

Grundsiitzlich ist der Nachweis eines
Ak-Titers beim Schwein nach einer
Impfung gegen Rotlauf mit ELISA
moglich. Eine zweimalige Immuni-
sierung ist gegeniiber einer Einzel-
immunisierung wesentlich giinstiger
hinsichtlich Ak-Entwicklung und -
Titerpersistenz.

Der ELISA hat sich als serologi-
sches Werkzeug bewihrt; er erfafit
im Gegensatz zu Techniken, die auf
einer Agglutinationsreaktion basie-
ren, nur IgG und ldBt eine gute
Reproduzierbarkeit zu. Er zeichnet
sich aufierdem durch eine hohe Sen-
sitivitdt und Spezifitit aus.

Der induzierte Titer steht offenbar
in Zusammenhang mit der Wertig-
keit des Impfstoffes; demnach miibte
ein Mindestmal} an wirksamen Be-
standteilen auch eine Mindesttiter-
entwicklung nach sich ziehen. Auf
dieser Basis wire die Festlegung
eines Grenzwert-Titers denkbar.
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Die Titerentwicklung im Schwein
konnte auf dieser Grundlage als
Mafbstab fiir die Wirksamkeit von
Rotlaufimpfstoffen ~ herangezogen
werden. Durch eine Kombination der
vorgeschriebenen Unschildlichkeits-
priifung an jeweils 2 Schweinen pro
Charge und der serologischen Wirk-
samkeitsbestimmung kann der Be-

darf an Versuchstieren (Maus,
Schwein) stark reduziert werden.
Dariiberhinaus kénnte der ELISA

eine breite Anwendung in der serolo-
gischen Begleituntersuchung von In-
fektionsversuchen sowie klinischer
Erhebungen und Feldstudien (Immu-
nitdtsdauer) finden.
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Das soeben erschienene Buch iiber
Alternativmethoden bei der Qualitit-
spriifung von Veterindrimpfstoffen
ist in vielfacher Hinsicht &dufierst
lesenswert und zwar nicht nur fiir
den mit der Impfstoffpriifung unmit-
telbar betroffenen Personenkreis.
Die gut und klar gegliederte Lite-
raturstudie ist sehr fliissig und an-
schaulich geschrieben, eignet sich
durchaus auch als Nachschlagewerk
und bringt sehr viel Detailwissen in
die Diskussion ein.

Das Buch ist in sieben Kapitel
gegliedert: Veterindr-Vakzinen,
Qualitdtskontrolle, das ,regulatori-
sche Klima* um die Vakzinen, Tier-
experimente und Alternativen, Mog-
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lichkeiten fiir Alternativmethoden —
allgemeine Diskussion, Moglichkei-
ten fiir Alternativmethoden — nach
Tierarten gegliedert, Empfehlungen
und Perspektiven.

Eine ansehnliche Liste mit Namen
von ,those who cooperated aus
Wissenschaft, Zulassungsbehorden,
Industrie und Tierschutz aus den
Niederlanden, England, Deutsch-
land, Belgien und der Schweiz ist
bezeichnend fiir die Griindlichkeit
und Aktualitit, mit der das Werk
recherchiert wurde. Besonders wohl-
tuend wird vom Leser empfunden,
dall die dem AufBenstehenden nicht
immer ganz klaren Zulassungsricht-
linien in Westeuropa eingehend er-
klart werden. Das ,regulatorische
Klima* um die Vakzinen (Kapitel 3)
ist ja auch letztlich fiir die Akzeptanz
oder Nicht-Akzeptanz von 3R Me-
thoden ausschlaggebend. Knappe hi-
storische Einblendungen fiihren zu
den einzelnen Themen hin. Sowohl
die traditionellen Tierversuche zur
Batch-Kontrolle als auch die Vor-
und Nachteile der Alternativen wer-
den niichtern und illusionslos ge-
schildert. Die besondere Verantwor-
tung von Industrie und Behorden bei
der Entwicklung von Alternativen

wird ausdriicklich betont.Diese seien
nicht nur aus Tierschutzgriinden,
sondern auch weil sie effektiver und
kostengiinstiger sein kdnnen, gefor-
dert. Die Entwicklung von Alterna-
tivmethoden diirfe aber nicht mehr
Tierleben fordern als bei der Beibe-
haltung der alten Methoden einge-
setzt wiirden. Vor allem diirfe eines
nicht vorkommen, dafl nidmlich die
Alternativmethoden von Zulassungs-
behorden zusitzlich zu den Tierver-
suchen verlangt wiirden. Frau van
der Kamp geht auch auf die Proble-
me ein, die sich durch behordliche
Impfverbote (MKS, Schweinepest)
ergeben. Auch der Trend zu inakti-
vierten Vakzinen und die Verwen-
dung gentechnologisch hergestellter
Impfstoffe als Verfahren, die zu gro-
Berer Impfsicherheit beitragen, wer-
den in die Diskussion eingebracht.

Kurzum, nach der Lektiire dieses
Buches hat man wirklich das Gefiihl,
endlich einmal umfassend und kom-
petent zu einem wichtigen Thema
informiert worden zu sein. Sollte
eine Tierschutzorganisation noch ei-
nen Preis zu vergeben haben: Frau
van der Kamp sei wirmstens emp-
fohlen.
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