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Zusammenfassung

Untersuchungen an Extrakten von Rotlaufbakterien, die auf der Basis
[ruherer Literaturmitteilungen fortgefuhrt wurden, haben in den letzien
Jahren die Identifirierung eines speziesspezifischen Proteinantigens im
Bereich van 66-64 kDa ermoglicht. Die protektiven Eigenschaften dieses
besonders in NaOH- bzw. NaOH-EDTA-, aber nicht in Sdure- oder Hitzeex-
trakten nachtuweisenden Proteins konnten durcli aktive Immunisierung von
Miiusen mit dem durch priiparative Elektroelution gewonnenen Antigen
sowie durch passive Immunisierung von Mdusen und Schweinen mit polyklo-
nalen bzw. monoklonalen Antikorpern mehrfach belegt werden. Die Erken-
nung und Charakterisierung des 66-64 kDa Proteins als protektives Antigen
von Rotlaufbakterien kann als Grundlage fur einen Ersatz des bis heute zur
Wirksamkeitsprufung von Rotlaufvakzinen und Immunseren vorgeschriebe-
nen Miiuseschutztests, der hohe Versuchstierrahlen fordert, angesehen
werden.

Summary: Newer knowledge concerning a protective antigen of Erysi-
pelothrix rhusiopathiae

Investigations on extracts from Erysipelothrix (E.) rhusiopathiae carried out
within the last few years yielded the identification of a species-specific
proteinaceous antigen of 66-64 kDa. The protective properties of this protein
presented in particular in crude NaOH and NaOH-EDTA but not in acid and
heat extracts could be demonstrated in mice and pigs vaccinated with the
electroeluted 66-64 kDa antigen or treated with polyclonal and monoclonal
antibodies, respectively. The identification and characterization of the 66-64
kDa protein as a protective antigen of E. rhusiopathiae can be regarded as a
basis for a possible replacement of the official mouse protection test in
vaccine testing by an in vitro assay.

Keywords: Erysipelothrix rhusiopathiae, protective antigen, mouse
protection test. renlfJrPmlmt

Einleitung oder lokalen traumatischen Einwir-
kungen konnen sie die epitheliale
Barriere iiberwinden und im weite-
ren Verlauf eine Bakteriamie/Septik-
amie auslosen, die entweder zum
Tod des Tieres fuhrt oder im Gefolge
verschiedenartige klinische Manife-
station en an Haut, Gelenken und

Rotlaufbakterien sind weitverbreitete
Kommensalen der Haut und der
Schleimhaute vor allem des oberen
Verdauungstraktes einer ganzen Rei-
he yon Saugetieren, Vogeln und
Fischen. Unter StreBbedingungen
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Knochen oder Endokard nach sich
zieht. Von den landwirtschaftlichen
Nutztieren sind vor aHem Schweine,
aber auch Truthuhner und Lammer
betroffen.
Trotz der hohen Empfindlichkeit

der Rotlaufbakterien gegeniiber Pe-
nicillinen hat die Immunprophy laxe
und -therapie durch Impfstoffe und
Immunseren stets ihren Platz in der
Bekampfung der Rotlauferkrankung
bei Schwein und Pute behalten. Zur
Immunisierung dienen in erster Linie
inaktivierte Impfstoffe in Form yon
Adsorbat- oder Lysatvakzinen sowie
avirulente Lebendimpfstoffe der
Serovarietat 2. Auf der Basis dieser
Impfstoffe hergestellte Hyperim-
munseren stammen vom Schwein
und vom Pferd.

Die protektive Wirkung von
Rotlaufbakterien

Die im Rahmen der aktiven Immuni-
sierung entstehenden humoral en An-
tikorper haben zumindest zum Teil
protektiven Charakter und schutzen
das Individuum vor dem Ausbruch
einer klinisch manifesten Rotlaufin-
fektion. Uber die verantwortlichen
protektiven Antisene von Pry~jpo-
lothrix (E.) rhusiopathiae wurde in
den vergangenen 50 Jahren eine gan-
ze Reihe von Untersuchungen durch-
gefuhrt (Dedie, 1949; Brill et al.,
1959; White und Verwey, 1970a und
b; Erler, 1973; Takahashi et aI.,
1984). Diese zeigten zunachst, daB
eine protektive Imrnunitat auBer
durch attenuierte oder formalininak-
tivierte Ganzzellvakzinen auch durch
Kulturuberstande bzw. mittels
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NaOH- oder Ultraschallbehandlung
hergestellte Rohextrakte erzeugt
worden kann (White und Verwey,
1970a und b; Erler, 1973). Salzsaure-
und Trichloressigsaureextrakte indu-
zierten zwar ebenfalls die Bildung
hoher Agglutinationstiter und in der
Immundiffusion nachweisbarer pra-
zipitierender Antikorper; eine
Schutzwirkung lief sich mit solchen
Seren im Mausebelastungsversuch
jedoch ebensowenig erzielen wie mit
Antiseren gegen hitzebehandelte (3h
bei 80°C) Rotlaufbakterien (Erler,
1973). Bei den mit diesen Verfahren
freigesetzten Antigenen handelt es
sich vielmehr in erster Linie urn die
typspezifischen Polysaccharid-Anti-
gene, anhand derer sich heute 26
verschiedene Serovaren von E. rhu-
siopathiae, zuzuglich der serologisch
nicht eingruppierbaren sog. N-Stiim-
me, unterscheiden lassen.
Neben den typspezifischen Poly-

saccharid-Antigenen war bereits von
Dedie (1949) die Existenz eines allen
Rotlaufstammen gemeinsamen, alka-
liloslichen Artantigens postuliert
worden. In spateren Untersuchungen
lieBen sich die Speziesspezifitat und
Protektivitat dieses Protein antigens
bestatigen (Brill et al., 1959; White,
1962; Wood, 1979; Takahashi et aI.,
1984). Eine Teilcharakterisierung
der protektiven antigenen Kornpo-
nente von Rotlaufbakterien gelang
White und Verwey (1970a und b) in
Kulturuberstanden. Mit der Gelfiltra-
tion konnten sie als Maus-protekti-
yes Antigen einen Glykolipoprotein-
Komplex mit einem Molekularge-
wicht von ca. 200 kDa darstellen. Er
erwies sich als empfindlich gegen
Trypsin, nicht jedoch gegeniiber Ri-
bonuklease oder Lipase. In hohen
SDS-Konzentrationen lieB er sich
losen, und 50%iges Ammoniumsul-
fat fiihrte zu seiner Ausfallung. Von
Erler (1973) und von Rothe (1982b)
wurde die Empfindlichkeit des pro-
tektiven Antigens gegeniiber Pepsin,
1 M HCI und Trichloressigsaure
sowie Temperaturen uber 60°C
nachgewiesen. Das von Rothe
(1982a) aus alkalischen Extrakten
isolierte, in der praparativen Immun-
elektrophorese schwach kathodisch
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wandernde Antigen loste nach Ver-
abreichung an Manse einen schut-
zenden Effekt aus. Andere Trennme-
thoden, wie Ionenaustauschchroma-
tographie oder Gelfiltration hatten
bis dahin stets zur weitgehenden
Zerstorung der protektiven Aktivitat
der in Frage kommenden Fraktionen
gefiihrt (White und Verwey, 1970a;
Erler, 1973).
Versuche von Lachmann und

Deicher (1986) zur Charakterisie-
rung yon Oberflachenantigenen an
einem Serovar 2-Stamm von E. rhu-
siopathiae mit Affinitatschromato-
graphie, gelelektrischer Auftrennung
und Immunoblot fuhrten zum Nach-
weis eines Polysaccharid-Antigens
mit einem Molekulargewicht von 14-
22 kDa. Es wurden auch mehrere
immunologisch starker aktive Protei-

ne im Bereich von 60-75 und 40-50
kDa dargestellt, ohne jedoch deren
protektive Aktivitat zu testen.

Neuere Arbeiten zur Charakteri-
sierung eines protektiven Antigens

In den ietzten Jahren wurde die
Frage hinsichtlich der protektiven
Komponenten von E. rhusiopathiae
von Groschup et al. (1991) sowie
Timoney und Groschup (1993)
erneut aufgegriffen. Es wurden
NaOH-, EDTA-, Triton X- und UI-
traschallextrakte sowie Kulturfiltrate
von 2 E. rhusiopathiae Stammen
(T28 und Ffm XI) mit der SDS-
PAGE verglichen. Dabei konnten
Proteinantigene hauptsachlich im
Bereich von 92, 66-64, 40-39 und
30-35 kDa festgestellt werden. Zum

Tabelle1: Immunologische Reaktionen zwischen unterschiedlich extrahierten
E. rhusiopathiae Antigenen (2 Starnme: T28 und FfmXI) und Hyperimmunseren
von Pferd und Schwein im Immunoblot. Die verschiedenen Druckformen (fett >
normal> kursiv-Druck) geben annaherunqsweise die Starke der Detektion an.

EDTA-Extrakt
T28 Pferd 94* 72 66-64 52 39 35 26

Schwein 94 72 66-64 52 35 27-21
Ffm Pferd 72 64 40 35 <30

Schwein 72 64 35 <30

NaOH-EDT A-Extrakt
T28 Pferd 94 72 66-64 39 35

Schwein 94 72 66-64 39 35 27-21
FfmXI Pferd 94 72 66-64 39 35 30 2725

Schwein 94 72 66-64 39 35 30-14

NaOH-Extrakt
T28 Pferd 94 72 66-64 39 35 25

Schwein 94 72 66-64 39 35 27-21
FfmXI Pferd 94 72 66-64 39 35 25

Schwein 94 72 66-64 39 35 25-21

ULTRASCHALL-Extrakt
T28 Pferd 94 72 66-64 35 25

Schwein 94 72 66-64 35 30-20
FfmXI Pferd 94 66-64 35 2725

Schwein 94 66-64 41 35 30 25

KUL TURFIL TRAT
T28 Pferd 72 66-64 41 39 35

Schwein 72 66-64 39 35
FfmXI Pferd 100 72 66-64 55

Schwein 72 66-64 55 45 43 33

SAURE-Extrakt
T28 Pferd 72 58 4839 35 30

Schwein n. d.**
FfmXI Pferd n. d.**

Schwein n. d."

* kDa-Werte, ** nicht durchgefUhrt
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••..•••67 kd

..•••43 kd

..•••31 kd

..•••21 kd

Abbildung 1: Erkennung von Antigenen
eines NaOH-Extraktes von
E. rhusiopathiae T28 im Immunoblot
durch gepoolte Seren von geimpften
Mausen (A-D,F), die eine Belastungsin-
fektion uberlebten. E ist eine Kontrolie
mit Mausenormalserurn.

Banden yon 98 und 26-23 kDa mit
den 66-64 und 40-39 kDa-Antige-
nen. Ansatze mit Seren von nieht
imrnunen Kontrollmausen blieben
negativ .

Protektive Wirksamkeit des 66-64
kDa Antigens

Die protektiven Eigenschaften des
66-64 kDa-Antigens konnten durch
aktive Immunisierung yon Mausen
mit verschiedenen Rohextrakten
bzw. mit Antigen, das durch prapara-
tive Elektroelution aus einem gel-
elektrophoretisch aufgetrennten
NaOH-Extrakt gereinigt worden
war, demonstriert werden (Tabelle
2). In letzterem Fall iiberlebten alle
40 der dreimal mit dies em Antigen
vakzinierten Manse eine Belastungs-
infektion mit 1 LDso eines Serovar
la-Rotlaufstammes, wahrend 47%
der Kontrolltiere starben (Groschup
et al., 1991). Dies entspricht einer
Signifikanz im Chi -Quadrattest yon
p<O,Ol. Vor der Belastung gewonne-
ne Seren reagierten im Immunoblot
stark mit dem 66-64 kDa-Antigen
und mit zwei weiteren Banden bei 98
und >100 kDa.
In Kaninchen hergestellte Antise-

ren gegen das elektroeluierte 66-64

kDa-Antigen wurden zur passiven
Immunisierung yon Mausen einge-
setzt, was bei 7 der 36 Versuehstiere
(19,4%) den todlichen Ausgang ei-
ner Belastungsinfektion verhinderte;
die Uberlebensrate bei Kontrolltieren
lag dagegen nur bei 5,5%.
Weniger protektiv wirkte ein re-

kombinantes Fusionsprotein, das
durch Klonierung und Exprimierung
des Strukturgens des 66-64 kDa Pro-
teins in einem E. coli Stamm gewon-
nen wurde und mit dem Manse
vakziniert wurden (Galan und Ti-
money, 1990). Allerdings reagierte
ein Antiserum gegen dieses Fusions-
protein im Immunoblot stark mit der
66-64 kDa-Bande. Diese schwach
schiitzende Potenz konnte eventuell
auf den Verlust yon antigenen Deter-
minanten an dem mit ji-Galaktosida-
se fusionierten Protein oder auf eine
Interferenz der fi-Galaktosidase oder
anderer E. coli Antigene mit dem
Rotlaufantigen zuriickzufiihren sein.
Bereits die Immunisierungsversuche
an Mausen mit dem elektroeluierten
66-64 kDa-Antigen hatten gezeigt,
daB seine protektive Wirkung bei
weitem unter jener yon EDTA-, Tri-
ton X- und NaOH-Rohextrakten lag,
die eine Belastungsinfektion mit
1000 LDso erlaubten, gegeniiber ei-

Vergleich mitgefiihrte, unter Hitze-
einwirkung praparierte Saureextrakte
wiesen dagegen keine Bandenbil-
dung oberhalb yon 30 kDa auf.
Durch vorausgehende Trypsinbe-
handlung der Extrakte konnte der
Proteincharakter dieser Banden de-
monstriert werden.
SDS-PAGE und Immunoblot-Ana-

lyse mit Hyperimmunseren von
Pferd und Schwein fiihrte zum Nach-
weis zahlreicher Reaktionen im Mo-
lekulargewichtsbereich zwischen 94
und 2S kDa, wobei vor allem mit
EDTA- und NaOH-Extrakten die
Reaktion mit der 66-64 kDa-Bande
dorninierte (Tabelle 1). Pferde- und
Schweinenormalseren zeigten in die-
sem Bereich keine Reaktion. Dage-
gen reagierten Seren von Mausen,
welche nach Impfung mil einer korn-
merziellen Vakzine bzw. einem
NaOH-Extrakt des Stammes T28
(Abbildung 1) eine Belastung mit
1000 LDso des Stammes Ffm XI
iiberlebt hatten, wiederum auBer mit **Belaslungsinfeklionmilca. 1 L050 des Slammes E1-6P

Tabelle 2: Protektive Eigenschaften verschiedener Extrakte und yon gereinigtem
66-64 kDa Antigen yon E. rhusiopathiae T28 nach aktiver und passiver Immuni-
sierung yon Mausen und Belastungsinfektion (ca. 1000 LDso)mit Stamm FfmXI.

Antigen bzw. Antiserum n Uberlebende Obertebensrate

EDTA 16 16 100 %
NaOH-EDTA 16 16 100 %
NaOH 16 13 81,3 %
KULTURFILTRAT 16 9 56,3%
ULTRASCHALL 16 2 12,3 %
SAURE-Extrakt 16 0 0,0%

Positivkontrolie 16 16 100%
Negativkontrolie 10 0 0,0%

Kaninchenanti-
serum QQ. 66-64
kDa Protein 36 7 19,4%
Negativkontrolie 18 17 5,5%

66-64kOa Protein 40 40 100%**
Negativkontrolie 19 10 52,6%**
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ner betrachtlich niedrigeren Bela-
stungsdosis nach Vakzination mit
dem gereinigten Antigen.
Worauf diese Unterschiede in der

schutzenden Aktivitat beruhen, ist
zunacnst noch unklar. Eine Erkla-
rung ware moglicherweise darin zu
sehen, daB das 66-64 kDa Antigen in
den Rohextrakten, verbunden mit
Glykolipid, als Komplex vorliegen
konnte, analog dem von White und
Verwey (1970b) beschriebenen Gly-
kolipoprotein-Komplex. Hoher mo-
lekulare Strukturen des Antigens
durften eine ausgepragtere Immuno-
genitat entwickeln als das gereinigte
66-64 kDa-Antigen, nicht zuletzt
auch bedingt durch einen Adjuvans-
Effekt von seiten der Polysaccharid-
Antigene in einem solchen Komplex.
Zusatzliche Informationen uber die

protektiven Eigenschaften des 66-64
kDa-Antigens sind mit Hilfe mono-
klonaler Antikorper (mAk) moglich.
Wenn auch entsprechende eigene
Untersuchungen noch keine endgi.il-
tigen Aussagen zulassen, so liegen
seit jungster Zeit doch erste Ergeb-
nisse aus den National Veterinary
Services Laboratories, Ames, Iowa,
vor. Danach konnten durch Vermi-
schung einer Belastungsdosis yon
Rotlaufbakterien mit einem mAk ge-
gen das 66-64 kDa Antigen vor der
Verabreichung an 5 Schweine die
klinischen Symptome signifikant re-
duziert (4 Tiere) bzw. vollstandig
unterbunden (1 Tier) werden. Noch
deutlicher zeigte sich die Wirkung
der mAk bei ihrer Applikation einen
Tag ante infectionem: Im Gegensatz
zu den 5 Tieren, die mit nicht Rot-
laufhomologer Ascitesflussigeit vor-
behandelt waren, entwickelte keines
der 5 mit den 66-64 kDa-spezifi-
schen mAk pramedikierten Schwei-
ne nach Belastung mit E. rhusiopa-
thiae klinisch Symptome einer Rot-
laufinfektion (Henderson, 1994). Zu-
sammen mit den Erfahrungen an
Mausen (Groschup et aI., 1991) durf-
ten diese Ergebnisse die Relevanz
des 66-64 kDa-Proteins als protekti-
yes Antigen bei Rotlaufbakterien un-
terstreichen.
Im Hinblick auf die Wirksamkeits-

priifung von Rotlaufvakzinen und
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Immunseren bietet dieses Antigen,
z.B. iiber den selektiven Nachweis
protektiver Antikorper in den Hyper-
immunseren oder in Seren einiger
weniger, vakzinierter Versuchstiere
bzw. eventuell auch durch die Be-
stimmung des Anteils an protekti-
vem Antigen in den Vakzinen selbst,
erfolgversprechende methodische
Altemativen zum bis heute vorge-
schriebenen, hohe Versuchstierzah-
len fordemden Mauseschutzversuch.
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