
w~ PUND ET AL. / WAGNER ET AL.--~~--------------------~--------
~~t

Gudmundsdottir, S., Magnadottir, S. and
Gudmundsdottir, B. K. (1995). Effects
of antigens from Aeromonas salmoni-
cida ssp. achromogenes on leucocytes
from primed and unprimedAtlantic sal-
mon (Salmo salar L.). Fish & Shellfish
Immunol. 5,495-504.

Hansen, M. B., Nielsen, S. E. and Berg,
K. (1989). Re-examination and further
development of a precise and rapid dye
method for measuring cell growth / cell
kill. 1. Immunol. Methods /19, 203-210.

Jones, S. R. M., Stevenson, R. M. W. and
Paterson W. D. (1993). Proliferation of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
lymphocytes in response to the bacteri-
al pathogen, Yersinia ruckeri. Bull.
Aquacult. Ass. Can. 4, 93-95.

Kolb, E. und Grtin, E. (1995). Die Bedeu-
tung des Vitamin E und des Selens fur
das Immunsystem des Rindes, insbeson-
dere fur die Eutergesundheit. Der prak-
tische Tierarzt 9, 749-756.

LoPresto, C. J., Schwarz, L. K. and Bur-
nett, K. G. (1995). An in vitro culture
system for peripheral blood leucocytes
of a sciaenid fish. Fish & Shellfish Im-
mun. 5,97-107.

Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric
assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytoto-
xicity assays. 1. Immunol. Meth. 65,55-
63.

Steffens, w. (1985). Grundlagen der
Fischerndhrung. Jena: VEB Gustav Fi-
scher Verlag.

Troutadaud, D., Le Morvan, C. and De-
schaux, P. (1995). A serum-reduced cul-
ture medium for carp lymphocyte in vi-
tro mitogen-induced proliferation. Fish
& Shellfish Immunology 5,81-84.

Weichert, H., Blechschmidt, I" Schro-
der, S. and Ambrosius, H. (1991). The
MTT-assay as a rapid test for cell pro-
liferation and cell killing: applicati-
on to human peripheral blood lym-

phocytes. Allerg. Immunol. 37, 139-
144.

Yachnin, S., Lawrence, W.A. Baron, J. M.
and Svenson, R. H. (1972). The poten-
tiation of phythamagglutinin-induced
lymphocyte transformation by cell-cell
interaction; a matrix hypothesis. Cellu-
lar Immunol. 3,569-589.

Yui, M. A. and Kaattari, S. L. (1987). Vi-
brio anguillarum antigen stimulates mi-
togenesis and polyclonal activation of
salmonid lymphocytes. Dev. Camp. Im-
muno!. /1,539-549.

Korrespondenzadresse
Dr. Ralf Peter Pund
Bundesinstitut fur gesundheitlichen Ver-
braucherschutz und Veterinarrnedizin
(BgVV)
Alt-Marienfelde 17-21
D-12277 Berlin

Entwicklung eines ELISA-Systems zur
Beurteilung yon Furunkulose- Vakzinen
Ulrich Wagner, Dietlind Hadge, Ingolf Lachmann und Karl Drolsler
Institut fur Zoologie, Universitat D-Leipzig

Zusammenfassung
Als mogliche Alternativmethode zu Letalchallengeversuchen
an Fischen wird ein sandwich-ELISA-System entwickelt, mit
dem sicb AntikorpenAki-Populationen mit potentiell unter-
schiedlichem protektiven Wert nachweis en lassen. Die Testspe-
zifitd: wird iiber monoklonale Antikorper (mAk) gegen einrelne
Antigene von Aeromonas salmonicida, dem Erreger der
Furunkulose, festgelegt. Bei Anti-LPS- und Anti-A-Protein-Ak-
Analysen von Seren des Atlantischen Lachses wurden mittels
ELISA und Antigen-Bindungsassay vergleichbare Resultate
errielt. Diese, wie auch erste Studien an Forellenseren, wiesen
auf die Potenz und Spezifitdt des ELISA-Systems for den
selektiven Nachweis einzelner Ak-Populationen hin. Beim
Einsatz von zwei A -Protein-spezifischen mAk wurden Hinweise
gefunden, daj3 sich mit diesem Testsystem in den Fischseren
zum Teil differente Ak-Populationen, gerichtet gegen den
Virulenzfalaor A-Protein, erfaflen lassen.

Summary: Development of an ELISA-system for the assessment
of furunculosis vaccines
As an alternative methodfor challenge experiments in fisli a
sandwich-ELISA has been established for the detection of
potentially protective antibody populations. Assay specificity
depends on monoclonal antibodies (mabs) directed against
different antigens of Aeromonas salmonicida, the causative
agent offurunculosis. Comparable levels of salmon antibodies
against LPS and the A-layer protein were recorded by ELISA
and antigen binding assay. These studies, together with the
first analysis of trout sera refer to the specificity and suitability
of the ELISA-system for monitoring of individual antibody
populations. A study of different mabs against the A -layer
protein points to the possibility for detecting at least partially
different antibody populations against this virulence factor.
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1 Einleituog

Die Wirksamkeit yon Fischvakz inen
wird gegenwartig ausschlieBlich tiber
Letalchallengeversuche gepriift. Eine
Alternative konnte der Nachweis von
Ak sein, die mit der Vakzine-induzier-
ten Protektion korrelieren (Reitan and
Secombes, 1997). Der protektive Wert
spezifischer humoraler Abwehr-
mechanismen von Salmoniden ge-
gentiber Aeromonas salmonicida (A.s.),
dem Erreger der Furunkulose, wird bis
heute kontrovers diskutiert (Thornton et
a1., 1994; Bricknell et a1., 1997). Eine
aktuelle Studie verweist auf eine posi-
tive Assoziation zwischen der Wirksam-
keit kommerzieller Furunkulose- Vakzi-
ne und einer Ak-Antwort gegen Zell-
wand-assoziiertes A-Protein (Midtlyng
et al., 1996). Ak gegen eine extrazellu-
Hire Serinprotease (PI) konnten parti-
eUe Schutzfunktion besitzen (Ellis et
al., 1988). FUr eine selektive Be-
stimmung einzelner Ak-Populationen
im Fischserum mittels Enzymimmunas-
say (sandwich-ELISA) wurden mAk
gegen diese und weitere Erregerantige-
ne wie Lipopolysaccharid (LPS), eine
zweite Exoprotease (P2) und Glycero-
pho spholi pid: Cholesterol- Acy ltrans-
ferase (GCAT) entwickelt (Hadge et al.,
1997a, b; Wagner et a1., 1997b; Lach-
mann et a1., 1998). Mit diesen, bevor-
zugt native Epitope bindenden mAk war
es moglich, selektiv einzelne Ak-Popu-
lationen in polyspezifischen Modellse-
ren yon Kaninchen zu bestimmen (Wag-
ner et al., 1997 a). In der vorliegenden
Arbeit werden Ergebnisse vorgestellt,
die bei der bisherigen Optimierung und
Spezifitatsprufung des sandwich- ELI-
SA-Systems fur Serumproben yon Sal-
moniden gewonnen wurden.

2 Material nod Methoden

2.1 Antigene und Antikorper
Es wurden Schiittelkulturen (72 h, 15°C)
verschiedener A.s.-Stamme (F216.1I83,
MT004, ES24) eingesetzt. Zur sauren Ex-
traktion eines A-Protein!LPS-Gemisches
(AJLPS) (Garduno et al., 1992) und zur
LPS-Praparation (Westphal et al., 1952)
wurde der Stamm F216.1/83 genutzt. Re-
kombinantes A-Protein (rA) erhielten wir
von S. Maurice (Jerusalem). Alle mAk
fanden als Kulturiiberstand Verwendung.
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2.2 Gewinnnng yon Referenzseren
Yon sechs Regenbogenforellen (500-800 g)
wurden 8Wochen nach Imrnunisierung mit
AJLPS in komplettem Freundschem Adju-
vans (50 Ilg i.p.) Serumproben gewonnen.
Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion
des Ductus Cuvieri unter Benzocain-Betau-
bung. Das Normalserum sowie ausgewahlte
Serumproben IBOO-vakzinierter Atlanti-
scher Lachse wurden uns freundlicherwei-
se zur Verfugung gestellt (Gudmundsd6ttir
and Gudmundsd6ttir, 1997).

2.3 Antigen-Bindungsassay
ELISA-Platten (Greiner) wurden mit rei-
nemAntigen (5llg/ml PBS) uber Nacht bei
40 C beladen und mit PBS (0.1% Tween
20, TPBS) gewaschen. Nach Inkubation mit
den Serumproben (verdiinnt in TPBS, 40 C
uber Nacht) wurden IgM-Ak mit einem
selbst gewonnenen und Peroxidase-mar-
kierten Kaninchen-anti- Forellen- IgM
(KAF-POD, 0, 64llg IgG/ml TPBS, 2 h 4°

C) undABTS als Chromogen detektiert. Die
Auswertung erfolgte nach 1h durch Extink-
tionsmessung bei 405 nm.

2.4 Sandwich-ELISA
Ziege-anti-Maus IgG/H+L (Dianova)-be-
schichtete ELISA-Platten wurden sukzes-
sivemitmAk(l:lO in TPBS, 2h) undent-
sprechenden Antigenpraparaten [LPS, rA,
AILPS (5 ug/ml) bzw. Kulturfiltrat (KF,
1:5)] in TPBS mit 1% Rinderserum-
albumin (TPBS-RSA, 3 h, 4°C) inkubiert.
Die nachfolgende Serurninkubation und
IgM-Detektion erfolgten wie oben be-
schrieben. Zur Verdtinnung der Seren und
des KAF-POD wurde TPBS-RSA verwen-
det. Jeder Testansatz wurde mindestens
zweimal durchgefiihrt.

3 Ergebnisse

Serumproben vakzinierter Lachse wurden
rnittels Antigen- Bindungsassay und sand-
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Abbildung 1: Analyse von fOnt Lachsseren mittels Antigen-Bindungsassay (A) und Sand-
wich-ELISA (B).
1m ELISA wurde zum Anti-lPS-Ak-Nachweis der mAk 7C4 in Kombination mit LPS als
Antigen (Ag), zum Anti-A-Protein-Ak-Nachweis der mAk 9B1 0 und ein KF des Stammes
ES24 verwendet (x ± s, n = 4).
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wich-ELISA auf Anti-LPS- und Anti-A-
Protein-Ak analysiert. Abbildung 1 zeigt
die Bindungsreaktivitat yon vier ausge-
wahlten Proben. 1m Lachsserum LS 1 lie-
Ben sich mit beiden Methoden fast aus-
schlieBlich Anti-LPS-Ak nachweisen. Die
Seren LS4, LS6 und LS3 enthielten so-
wohl Anti-LPS- als auch Anti-A-Protein-
Ak. Beide Techniken lieferten fur Serum
LS3 recht niedrige MeBwerte. Die Nor-
malserumprobe (LNS) enthielt keine spe-
zifischen Ak.

Durch Verwendung yon mAk differen-
ter Antigenspezifitat konnen mit dem
sandwich-ELISA unterschiedliche Ak-Po-
pulationen bestimmt werden. Das Ergeb-
nis einer solchen Ak-Analyse fur ein Re-
ferenzserum yon Forellen (FS4) ist in
Abbildung 2A dargestellt, wobei Ak ge-
gen flint' Erregerantigene bestimmt wur-
den. In diesem und .drei wei teren nach
Immunisierung mit dem AILPS-Zellex-
trakt gewonnenen Seren lieBen sich Anti-
LPS- und Anti-A-Protein-Ak nachweisen.
Spezifische Ak gegen drei extrazellulare
Antigene (PI, P2, GCAT) wurden nicht
gefunden. Die stets zur Erfassung unspe-
zifischer Bindungen der Serumproben
mitgefiihrten Kontrollansatze ohne An-
tigen zeigten zumindest tendenziell eine
Abhangigkeit yom genutzten mAk und der
Probe. In Abbildung 2B sind Resultate
einer Analyse yon Anti-A-Protein-Ak un-
ter Verwendung yon mAk differenter
Epitopspezifitat (9B 10, 4B 10) und geeig-
neter Antigengemische dargestellt. Die
Anti-A-Protein- und Anti-LPS-Ak-halti-
gen Seren LS6 und FS4 zeigten in beiden
Testvarianten ein eindeutig differentes
Verhalten. LS6lieferte hohere spezifische
MeBwerte in Verbindung mit dem mAk
9B 10, FS4 reagierte starker bei Einsatz des
mAk 4B 10. Beide Varianten sprachen auf
ein stark Anti-LPS-Ak-positives Serum
(LS 1) nicht bzw. kaum an.

4. Diskussion

LPS und A-Protein besitzen bei Salmo-
niden stark immunogene (Evenberg et
aI., 1985), jedoch im Hinblick auf die
Induktion protektiver Ak vermutlich
unterschiedliche Wirkungen (Lund et
al., 1995). Fur detaillierte Korrelations-
analysen zwischen Ak-Status und Vak-
zine-induzierter Protektion sollte daher
ein Testsystem zum selektiven Nach-
weis differenter Ak-Populationen in den
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Abbildung 2: Untersuchungen zur Spezititi:it des sandwich-ELlSA-Systems.
(A) Analyse von fUnt Ak-Populationen in einem Forellenserum (FS4, 1:1000).
(8) Analyse von drei Serum proben (LS6, FS4, LS1, 1:1000) aut Anti-A-Protein-Ak unter
Nutzung von mAk differenter Epitopspezititi:it. Fur die einzelnen Testvarianten wurden
tolgende mAk-Ag-Kombinationen genutzt: 7C4-LPS, 4810-A/LPS, 905 und 3811-KF
F216.1/83, 4F2-KF MT004, 9810-KF ES24 (x ± s, n = 4).

meist polyspezifischen Serumproben
vorteilhaft sein. Dafur nutzbare Immu-
noblotting- und Antigen-Bindungs-
assays erfassen nicht selten Ak gegen
denaturierte Antigene. Eine Reindar-
stellung der Antigene, fur aussagekraf-
tige Resultate der letzteren Methode
essentiell, ist oft problematisch (Leung
and Stevenson 1988, Bjernsdottir et a!.,
1992). Der auf der Bindungsspezifitat
der mAk sowie auf der sich daraus er-
gebenden Moglichkeit, leicht zu gewin-
nende Antigengemische zu benutzen,
basierende sandwich-ELISA und ein
Bindungsassay unter Nutzung gereinig-
ter Antigene lieferten in unseren Analy-
sen mit Ak-positiven Lachsseren ver-
gleichbare Resultate. Die bezuglich des
Ak-Nachweises gegen Exoenzyme (Abb.
2A) und gegeniiber dem A-Protein (LS1,
Testvariante A, Abb. 2B) in stark Anti-
LPS-Ak-haltigen Serumproben negativen

Befunde bestatigten bisherige Spezifitats-
analysen. Sie unterstreichen, daB zumin-
dest diese Assayvarianten auf Ak gegen
stark immunogen wirkendes und zur
Komplexierung neigendes LPS (Lee and
Ellis, 1990) nicht ansprechen.

Die Moglichkeit, ein breites Spektrum
an Ak-Populationen nachweisen zu kon-
nen, erhoht die Potenz des ELISA-Sy-
stems als Alternative fur Letalchallenge-
versuche. Die Seren LS6 und FS4 wie-
sen unterschiedliche Immunreaktivitat in
zwei Testvarianten auf, die sich vor al-
lem hinsichtlich der Feinspezifitat des
verwendeten mAk unterschieden (Abb.
2B). Diese Daten belegen, daB es mit Hil-
fe van mAk, die differente Epitope eines
Antigens binden, moglich ist, unter-
schiedliche Ak-Populationen gegen ein
Antigen zu erfassen und zu prufen, inwie-
weit jede einzelne mit der Schutzwirkung
der Vakzine korreliert.
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