
Einleitung

Die Infektiöse Bronchitis (IB) ist als Erkrankung von Hüh-
nern seit den 40er Jahren bekannt. Die verursachenden
Coronaviren sind vielfältig in Bezug auf ihren Genotyp, die
Antigenität (Serotyp) und ihre Virulenz (Organtropismus).
Die im Zusammenhang mit IB beschriebenen klinischen
Erscheinungen umfassen Erkrankungen der Atemwege
und des Urogenitaltraktes, die sich je nach IBV-Stamm
als Tracheitis, Nephritis sowie verminderter Eiproduktion
und dem Ablegen von Eiern mit deformierter und aufge-
hellter Schale und verflüssigtem Eiweiß äußern. Die In-
fektion ist hochgradig ansteckend bei geringer Sterblich-
keit. Gegen IB wird weltweit intensiv mit Lebend- und In-
aktivat-Vakzinen geimpft. Dennoch kommt es nach wie
vor zu klinischen Ausbrüchen, was die IB insgesamt zu
einer der bedeutendsten Infektionskrankheit von Hühnern
macht. 

Aufgrund der Mannigfaltigkeit des Erregers beschäftigen
sich Forschung und Diagnostik schon lange mit der Ty-
pisierung von Feld-Isolaten. Die klassische Methode ist
die Serotypisierung, ein nach wie vor wichtiges, aber auf-
wändiges Verfahren, da es den Einsatz von Kultursyste-
men sowie die Erzeugung spezifischer Antiseren erfor-
dert. Die Analyse von Genom-Abschnitten von IBV ist heu-
te vergleichsweise einfach und wird zunehmend zur
Feincharakterisierung von Stämmen verwendet, die sich
so bestimmten Serogruppen bzw. Referenz-Stämmen zu-
ordnen lassen.

Neben zahlreichen IB-Stämmen mit eher lokaler Bedeu-
tung gibt es Serogruppen, die sehr weit verbreitet sind.
Dazu gehören in erster Linie die Massachusetts-Stämme,
die auch als Impfstoffe eine international überragende Be-
deutung besitzen. Wesentliche epizootiologische Ent-
wicklungen waren in Deutschland das Auftreten der hol-
ländischen Variant-Stämme D-274 und D-1466 seit den
1980er Jahren und der Nachweis von 793B (4/91) in den
1990er Jahren. Seitdem gibt es Berichte über Varianten
mit ausgeprägter Nieren-Pathologie aus Italien und Chi-
na (LIU et al., 2004; ZANELLA et al., 2000). Die zugelas-
senen Impfstoffe decken die Serogruppen Massachusetts,
D-274 sowie 793B ab. Dabei sind nur Massachsetts- und
D-274 auch als inaktivierte Antigene erhältlich.

Während das Vorkommen und die Verbreitung von IBV in
vielen Ländern regelmäßig überwacht wird, liegen syste-
matische Erhebungen dazu aus Deutschland schon eini-
ge Zeit zurück (TORO et al., 1987). Es stellt sich daher
die Frage, ob und in welchem Umfang „neue“ IB-Seroty-
pen in Deutschland verbreitet sind. Im Folgenden werden
dazu Anmerkungen zu den für die Diagnostik verfügba-
ren Methoden gemacht sowie Ergebnisse aus unserem
Labor vorgestellt und diskutiert.

Zu den eingesetzten Methoden

Grundsätzlich kann der Nachweis von Infektionen direkt
durch die Darstellung der Anwesenheit des Erregers in
einem Wirt erfolgen oder indirekt durch den Nachweis von
Antikörpern, welche der Wirt in Folge der Infektion (oder
Impfung) als Abwehrmaßnahme bildet. Die hier vorge-
stellten Verfahren und Ergebnisse beziehen sich auf di-

rekte Nachweisverfahren, von denen wir neben der klas-
sischen Viruskultur im bebrüteten Hühnerei (Virus-An-
züchtung) auch den Nachweis von IB-spezifischen Nu-
kleinsäure-Abschnitten durch die Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR, engl: polymerase chain reaction) anwenden.

Bei der klassischen Virusanzüchtung wird das Proben-
material von Bakterien befreit und in bebrütete, spezifi-
ziert pathogenfreie Hühnereier injiziert. Im positiven Fall
sterben die Embryonen ab und weisen Veränderungen
auf, welche für IB typisch sind. Man erhält auf diese Wei-
se große Mengen eines vermehrungsfähigen Virus, das
für weitere Labor- und Tierversuche verwendet werden
kann. Diesen Vorteilen stehen vor allem der hohe Aufwand
der Untersuchung und der Zeitaufwand entgegen.

Einfacher lassen sich Erreger mit der PCR nachweisen.
Dabei werden aus einer positiven Probe Genabschnitte
des gesuchten Erregers mittels einer spezifischen und
empfindlichen Reaktionskaskade enorm stark vermehrt.
Die Spezifität der Reaktion wird durch kurze Nukleotid-
abschnitte (Primer) vermittelt, die sich an komplementä-
re Abschnitte der in der Probe enthaltenen DNS anlagern.
Die Reaktionsprodukte können anschließend sichtbar ge-
macht und gegebenenfalls sogar sequenziert werden.
Dabei wird die Abfolge bestimmter Bauteile (Nukleotide)
innerhalb des vermehrten Genabschnittes ermittelt (Se-
quenz). Mit den ermittelten Sequenzdaten können Ver-
gleiche mit den Sequenzen anderer IBV-Isolate vorge-
nommen werden, von denen bereits viele in Datenbanken
über das Internet verfügbar sind.

Bei der Erstellung einer PCR-Nachweismethode ist die
Auswahl der Zielsequenz von besonderer Bedeutung.
Zahlreiche Infektionserreger enthalten neben genetisch
stabilen Bestandteilen auch solche, die starke genetische
Variabilität aufweisen. Die daraus folgende veränderliche
Raumstruktur einzelner Teile des Erregers kann es so dem
Immunsystem des Wirtes erschweren, den Infektionser-
reger schnell wirksam zu bekämpfen. Das IB-Virus ver-
fügt über derartige hyper-variable Genabschnitte in sei-
nem spike-Glykoprotein (S), das als äußerster Teil seiner
Virushülle direkt der Einwirkung durch das Immunsystem
ausgesetzt ist. Vergleichsweise konserviert ist das Gen
für das im Inneren des Viruspartikels angeordnete Nu-
cleocapsid-Protein (N). Dementsprechend determiniert
der Aufbau des S-Proteins die Zugehörigkeit eines IB-
Stammes zu seinem Serotyp, während das N-Protein ver-
schiedener Serotypen sich nicht wesentlich unterschei-
det. 

Für den IB-Erregernachweis setzen wir in unserem Labor
daher zunächst ein einfaches und robustes PCR-Proto-
koll ein, welches einen Teil des N-Proteins als Zielsequenz
verwendet. Damit lassen sich mit hoher Empfindlichkeit
alle IB-Serotypen detektieren, aber nicht weiter differen-
zieren. 

Zur weiteren Differenzierung verschiedener IB-Serotypen
verwenden wir eine zweistufige PCR („nested PCR“). Im
ersten Reaktionsabschnitt wird ein größerer Abschnitt des
genetisch variablen S-Protein-Gens vermehrt, wobei da-
rauf geachtet wird, möglichst alle Serotypen abzudecken.
Das Produkt dieser Reaktion wird dann in einem zweiten
Schritt gleichzeitig auf das Vorhandensein typischer Gen-
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abschnitte für die Serotypen Massachusetts, 793B, D-274,
D-1466 und Italy O2 untersucht („Multiplex-PCR“). Die
Methode liefert serotyp-spezifische Resultate, dies aber
nur, wenn der in der Probe vorhandene IB-Stamm auch
einem der durch den Reaktionsansatz abgedeckten Se-
rotypen angehört. Alle anderen Serotypen bleiben uner-
kannt, da sie nicht mit den enthaltenen serotyp-spezifi-
schen Primern reagieren. Solches Material kann ggf. durch
Sequenzierung weiter untersucht werden.

Impfvirus oder Feldvirus?

Bei Lebend-Impfstoffen von IB handelt es sich um atte-
nuierte Viren, das bedeutet, dass ihre krank machenden
Eigenschaften abgeschwächt sind, zum Beispiel durch
häufige serielle Kultur im Ei (Passagen). Für die Diagnos-
tik hat dies zur Folge, dass solche an die Eikultur ange-
passten (adaptierten) Stämme sich auch besonders gut
in der Eikultur vermehren und damit leichter nachgewie-
sen werden. Impfviren wachsen im Gegensatz zu Feldvi-
ren bereits in niedrigen Passagen und in hoher Anzahl
heran und werden aus klinischem Material im Vergleich
zu Feldviren bevorzugt isoliert. Dies ist unerwünscht, da
die Erwartung an die Diagnostik meist darin besteht, aus
Beständen mit Leistungsproblemen die verursachenden
IB-Feldstämme samt Serotypen-Zuordnung zu ermitteln.

Es macht also wenig Sinn, kurz nach einer durchgeführten
IB-Lebendimpfung diagnostische Proben zu entnehmen,
da die Untersuchung wahrscheinlich mit dem Nachweis
des Impfstoffes endet (3-5 Wochen lang muss mit dem
Nachweis des Impfvirus gerechnet werden). Beim Nach-
weis von IB-Viren aus Herden, die bereits seit einiger Zeit
ungeimpft sind, kann mit einiger Sicherheit davon ausge-
gangen werden, dass es sich um Feldisolate handelt.

Das biologische Verhalten der Isolate gibt ebenfalls Hin-
weise darauf, ob es sich eher um Feldisolate oder um Ei-
adaptierte Impfstämme handelt. Letztere wachsen bereits
in niedriger Passage mit ausgeprägten Embryo-Verän-

derungen (siehe Abb. 1) zu hohen Titern heran, während
die Feldstämme bei kaum wahrnehmbarer Embryo-Pa-
thologie meist erst nach einigen Passagen nachzuweisen
sind (RAJ et al, 2004). Eindeutig ist die Zuordnung, wenn
ein Serotyp identifiziert werden kann, der nicht als Impf-
stoff verfügbar ist, wie Italy O2 oder China QX. 

Ergebnisse 

Eine Zusammenfassung der seit Ende 2004 mittels der
beschriebenen Methoden gewonnenen Typisierungser-
gebnisse enthält Tabelle 1. Alle dort aufgeführten Fälle
stammen aus Deutschland. Vorberichtlich sind Impfun-
gen jeweils innerhalb von vier Wochen vor der Proben-
nahme nicht erfolgt. Informationen zu klinischen Beob-
achtungen liegen in den meisten Fällen nicht vor. Es kann
aber davon ausgegangen werden, dass es Verdacht auf
IB oder zumindest eine Infektion gab, die zur Einsendung
des Materials durch die betroffenen Tierhalter oder deren
betreuende Tierärzte führte.

Alle mit der Multiplex-PCR abgedeckten IB-Serotypen wur-
den nachgewiesen, darüber hinaus auch zwei Isolate, die
anders einzugruppieren sind. In einem Fall gelang die Se-
quenzierung, bei der eine hohe Homologie zum Stamm
China QX nachgewiesen wurde. Das andere Isolat konn-
te bisher nicht sequenziert werden und ist daher nicht zu-
geordnet.

In ungefähr 2/3 der Fälle wurden 793B-Stämme gefunden.
Dieser Serotyp scheint in Deutschland besonders stark
verbreitet zu sein, während die Nachweishäufigkeit an-
derer Serotypen bisher sporadischer Natur ist. Zwei Mal
wurde IBV Italy O2 aus erkrankten Broilern nachgewie-
sen, davon ein Fall aus Süddeutschland mit Nierenver-
änderungen und der andere aus dem Nordwesten. Bei
ungeimpftem Rassegeflügel führte eine D-1466-Infektion
zu hohen Tierverlusten. Aus einer nicht mit D-274 geimpf-
ten Broilerherde mit respiratorischer Symptomatik wurde
ein offensichtlich virulenter D-274-Stamm isoliert. 
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normal: nicht infizierte Kontrolle     field 790 und field 581: IBV-Feldstämme     4/91: schwach adaptierter Impfstoff      H 120: stark adaptierter Impfstoff

Abbildung 1: Hühnerembryonen nach Infektion mit unterschiedlich stark adaptierten IBV-Stämmen, Lebenstag 16



O2- und China QX- Stämme weiter ausbreiten und dabei
auch als Krankheitserreger Bedeutung erlangen bleibt ab-
zuwarten.

Ob es sich bei einem IB-Isolat um einen Krankheitserre-
ger oder einen harmlosen, eher zufällig nachgewiesenen
Keim handelt, kann durch Laboruntersuchungen allein al-
lenfalls im Ansatz geklärt werden. Schließlich werden die
Eigenschaften eines Erregers durch die Gesamtheit sei-
ner Gene bestimmt, deren Struktur durch die beschrie-
benen Methoden nur bruchstückhaft erfasst wird. Die Un-
terscheidung von Stämmen aufgrund unterschiedlicher
Sequenzen im S-Gen stützt sich auf wenige hundert von
mehreren zehntausend Nukleotiden, aus denen das Vi-
rusgenom insgesamt besteht.

Es bedarf zusätzlich der Durchführung von Tierversuchen,
deren Ergebnisse allein eine Aussage zum Grad der Vi-
rulenz eines Isolates zulassen. Nur wenn für Vertreter ei-
nes neuen Serotyps im Tierversuch gezeigt werden kann,
dass es zur klinischen Krankheit kommt und dass ver-
fügbare Impfstoffe nur eine unzureichende Wirkung ha-
ben, ist die Entwicklung eines homologen Impfstoffes an-
gezeigt. Daher sollte bei der IB-Diagnostik darauf geachtet
werden, über den PCR-Nachweis aus Tupfer-und Organ-
proben die Gewinnung von Virusisolaten mittels klassi-
scher Viruskultur nicht zu vernachlässigen. Diese ver-
mehrungsfähigen Stämme können eingelagert werden
und stehen dann gegebenenfalls für weitere Untersu-
chungen zur Verfügung.

Schlussfolgerungen für die Praxis

Auch in Deutschland ist neben typischen Erkrankungen
des Atmungs- und Legeapparates mit dem Auftreten von
Erkrankungen der Nieren bedingt durch IBV zu rechnen.
Dies sollte bei der Untersuchung von Tieren berücksich-
tigt und besonders darauf geachtet werden.

In zahlreichen Beständen verursachen Stämme der Grup-
pe 793B Probleme. Gegebenenfalls sollte der Impfschutz
gegen diesen Serotyp verbessert werden, etwa durch wie-
derholte Anwendung von Lebendimpfstoff. 

Günstig wäre eine Kombination von Lebend- und Inakti-
vatimpfung auch gegen 793B. Leider steht zur Zeit kein
entsprechender Inaktivatimpfstoff zur Verfügung.
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Diskussion

Durch die Anwendung neuer Methoden können IB-Isola-
te heute einfacher und schneller typisiert werden. Dabei
konnten aus dem Feld Vertreter von allen Serotypen isoliert
werden, mit deren Vorkommen aufgrund von Berichten
aus benachbarten Regionen zu rechnen war. Eine her-
vorgehobene Bedeutung hat dabei der am häufigsten
nachgewiesene Serotyp 793B. Der Nachweis potenziell
„neuer“ Serotypen kommt vor, es scheint sich aber nicht
um ein häufiges Ereignis zu handeln. Die Zahl der im Feld
vorhandenen IB-Serotypen ist überschaubar und wird
durch die zur Verfügung stehende Palette an Impfstoffen
weitgehend abgedeckt. In welcher Weise sich die Italy

Tabelle 1: Zusammenfassung von Typisierungser-
gebnissen (seit 2004)

Bezeichnung IB-Serotyp Nutzungsrichtung Klinik

K 1050 793B Broiler keine Angabe

K 1091 793B Broiler keine Angabe

K 1573 793B Broiler keine Angabe

K 169 793B Broiler keine Angabe

EK 464 793B Broiler keine Angabe

K 1353 793B Legeelterntier zahlreiche Nicht-
leger in der Herde

K 1608 793B Legeelterntier keine Angabe

EK 760 793B Legeelterntier unauffällig

K 1650 793B Legehenne keine Angabe

K 25 793B Legehenne keine Angabe

K 254 793B Legehenne keine Angabe

K 263 793B Legehenne keine Angabe

K 342 793B Legehenne hydropische Eilei-
terdegeneration

K 100 793B Legehenne keine Angabe

K 1352 793B Legehenne keine Angabe

K 1548 China Legehenne keine Angabe

K 1200 D-1466 Rassegeflügel
erhebliche Atem-
geräusche und
Mortalität

K 1050 D-274 Broiler Tracheitis,
Atemgeräusche

K 1477 Italy Broiler Nieren-
veränderungen

K 1270 Italy Broiler keine Angabe

K 101 Massachu-
setts Legehenne Leistungsrückgang,

hellschalige Eier

K 570 nicht
zuzuordnen Mastelterntier keine Angabe


