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Serologische Wirksamkeitspriifung von Clostri-
dium perfringens-betatoxoidhaltigen Veterin:ir-
impfstoffen — eine Alternative zum gesetzlich
vorgeschriebenen Mauseneutralisationstest
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und Klaus CuBler

Paul-Ehrlich-Institut, Bundesamt fiir Sera und Impfstoffe, D-Langen

Zusammenfassung

Zur Qualitétskontrolle von Clostridium (C.) perfringens
Typ B- und Typ C-haltigen Impfstoffen sind im Europdii-
schen Arzneibuch (EAB; Monographie 363) Tierversu-
che vorgeschrieben. Als Kriterium fiir die Wirksamkeit
eines Impfstoffes werden die in Kaninchen gegen C.
perfringens-Betatoxin hervorgerufenen Antikorper (Ak)
quantitativ in einem Toxinneutralisationstest in der
Maus bestimmt.

Es wurde untersucht, ob es méglich ist, Ak gegen C.
perfringens-Betatoxin in Seren immunisierter Kaninchen
spezifisch und quantitativ in vitro nachzuweisen. Damit
konnte kiinftig der stark belastende Mduseschutzversuch
erselzt werden.

Nach verschiedenen Anscitzen, diese Ak mittels eines
Enzym Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) zu
detektieren, wurde ein Capture-ELISA entwickelt, bei
dem ein monoklonaler Antikdrper (mAk) gegen Betatoxin
als Féinger eingesetzt wird. Ein fiir diese Untersuchun-
gen erforderliches Referenzserum vom Kaninchen wurde
hergestellt und lyophilisiert. Dieses Serum kann kiinftig
fiir Ringversuche zur Verfiigung gestellt werden.

Durch den Vergleich von Priif- und Referenzserum im
Capture-ELISA kinnen Ak gegen C. perfringens-Betato-
xin quantitativ bestimmt werden. Die Berechnung der
Wertigkeit der Priifseren erfolgte mit einem von der
Weltgesundheitsorganisation (WHQ) zur Verfiigung
gestellten Computerprogramm.

In Seren von Kaninchen, die mit Antigenen anderer
Clostridienspezies immunisiert waren, konnten keine
kreuzreagierenden oder unspezifisch bindenden Antikor-
per beobachtet werden. Hinsichtlich seiner Reproduzier-
barkeit erbrachte der ELISA, in Abhdngigkeit von der
Serumverdiinnung, einen Intra-Assay-Variationskoeffizi-
enten von unter 10 % und einen Inter-Assay-Variations-
koeffizienten von 12-25 %.

Ein Vergleich der Antitoxintiter von 4 Kaninchenseren,
gemessen im Tierversuch und im ELISA, ergab eine
Korrelation von r = 0,81 bzw. 0,84 (fiir Berechnungen
am Mittelwert und am Median). Die durchgefiihrten
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Untersuchungen stellen die Grundlage fiir weitere
Korrelationsstudien zwischen in vivo und in vitro Modell
dar. Sofern sich die Ergebnisse in Ringversuchen mit
weiteren Seren bestdtigen lassen, ist ein Ersatz des
Tierversuches durch eine serologische Methode denk-
bar.

Summary: An in vitro alternative to the mouse neutrali-
sation assay for potency testing of betatoxoid containing
Clostridium perfringens type B and type C vaccines for
veterinary use.

The quality control of Clostridium (C.) perfringens type
B and type C vaccines requires animal experiments
according to European Pharmacopoiea monograph 363.
For potency estimation, the vaccine is first administered
to rabbits. In a second step antibodies from these rabbits
against C. perfringens betatoxin are measured quantita-
tively in a mouse neutralization assay using lethal doses
of betatoxin for the challenge.

We report about the development of an in vitro assay
enabling specific and reproducible measurement of
antibodies against C. perfringens betatoxin in rabbit
sera.

A Capture-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) using a monoclonal antibody against betatoxin
as catching antibody was used. A rabbit serumpool
freeze dried in 3500 aliquots was always used as refe-
rence. This reference serum can be supplied for further
national or international collaborative studies.

The estimation of relative potency of unknown sera in a
parallel line assay was calculated with a computer
programme provided by the World Health Organization
(WHO,.

The capture-ELISA did not show unspecific reactivity
with prevaccination sera or crossreactivity with sera
from rabbits immunized with other clostridial antigens
e.g. C. perfringens type D, C. chauvoei or C. tetani.
Reproducibility studies focused on the linear parts of the
dose-response curves resulted in intra-assay coefficient
of variations of less then 10 %. The inter-assay coef-
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ficient varied between 12-25% depending on the serum

dilutions used.

Correlation studies between the result of the animal
experiment (only one test) and the capture-ELISA (10

assay.

repetitions) from four rabbit serum pools revealed a
coefficient of correlation of 0.81-0.84 depending on the

basis for calculation of r (Mean or Median from ELISA
repititions). Therefore this test may be a suitable alter-

1 Einleitung

Das von Clostridium (C.) perfrin-
gens Typ B und Typ C gebildete
Betatoxin spielt eine essentielle Rol-
le in der Atiologie der nekrotisieren-
den Enteritis der Saugferkel bzw. der
C. perfringens Typ C-Enterotoxdmie
(Struck) der Schafe (Sakurai und
Duncan, 1978; Smith und Williams,
1984, Kohler, 1987 und Niilo, 1987).

Bei Saugferkeln wurde nachgewie-
sen, daB das Betatoxin toxisch auf
Diinndarmepithelien wirkt und nach
dem Ubertritt in die Blutbahn rasch
zum Tod fiihrt (Niilo, 1980 und
Johannsen et al., 1986).

Um beim Impfling schiitzende An-
tikérperzuinduzieren,enthalten Impt-
stoffe, die vorbeugend gegen diese
Erkrankung eingesetzt werden, Beta-
toxin in inaktivierter Form (Toxoid).

Fiir jede neue Impfstoffcharge
mul} der Hersteller die Wirksamkeit
seines Produkts nachweisen. Fiir die
Priifung der Wirksamkeit des Betato-
xoids ist im Europdischen Arznei-
buch (EAB, Monographie 363) ein
Schutzversuch mit Miusen vorge-
schrieben (Abb. 1). Hierbei werden
die durch den Priifimpfstoff in Ka-
ninchen induzierten Antikorper (An-
titoxine) in einem Toxinneutralisati-
onstest mit Miusen quantitativ be-
stimmt.

Zuniichst werden 10 Kaninchen im
Abstand von 21-28 Tagen zweimal
mit der fiir das Zieltier (Schwein
oder Schaf) vorgesehenen Dosis des
betatoxoidhaltigen Impfstoffs immu-
nisiert. Mit dem Serum dieser Tiere,
das 10-14 Tage nach der zweiten
Immunisierung gewonnen wird und
welches Antikorper gegen C. per-
fringens-Toxine enthilt, werden
Schutzversuche an Méusen durchge-
fiihrt.
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Hierfiir werden unterschiedliche
Verdiinnungen von Priifserum (Se-
rumpool der 10 immunisierten Ka-
ninchen) und Referenzserum (Inter-
nationales Standardserum vom Pferd
gegen C. perfringens-Betatoxin)
jeweils mit letalen Dosen von C.
perfringens-Betatoxin gemischt und

native for the currently required mouse neutralization
For acceptance of this test by the European Pharmaco-

poiea further validation studies are necessary.

Keywords: C. perfringens, vaccines, quality control,
alternative, capture-ELISA

anschlieBend Miusen intraperitoneal
oder intravends injiziert. Durch den
Vergleich der Sterberaten von Refe-
renz- und Priifserumgruppen 1Bt
sich, aufgrund der fiir das Refe-
renzserum bekannten Wirksamkeit
(5000 internationale Einheiten/ml
bzw. 68,5 mg Trockensubstanz), die

Abbildung 1: Schematische Darstellung des nach EAB vorgeschriebenenTieNersu-
ches, der im Rahmen der Wirksamkeitspriifung von betatoxoidhaltigen Clostridium
perfringens-lmpfstoffen durchgefiihrt wird
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Wertigkeit des Priifserums berech-
nen.

Ziel der Untersuchungen war es,
einen in vitro Test fiir den Nachweis
von Antikdrpern gegen C. perfrin-
gens-Betatoxin in Kaninchenseren
zu entwickeln und dessen Eignung
als Ersatzmethode fiir den Miuse-
neutralisationstest zu iiberpriifen.

2 Versuchstiere, Material und
Methoden

2.1 Versuchstiere

Spezifisch pathogenfreie (SPF)-Ka-
ninchen der Rasse Weille Neuseeléin-
der mit einem Korpergewicht von
etwa 1800 g wurden nach der Vor-
schrift des Europdischen Arzneibu-
ches mit den zu priifenden Impfstof-
fen immunisiert. Die Versuchstier-
gruppen bestanden jeweils aus maxi-
mal 10 immunisierten und 2 nicht
immunisierten Kaninchen, die in Bo-
denhaltung oder einzeln in Kifigen
auf Stroh gehalten wurden. Den Ka-
ninchen stand wihrend der gesamten
Versuchszeit Pelletfutter und Wasser
ad libitum zur Verfiigung.

2.2 Material und Methoden

2.2.1 Immunisierungen und
Blutentnahmen

Zum Nachweis der Antikorperbil-
dung durch die Immunisierung wur-
de allen Kaninchen eine Blutprobe
vor der ersten Impfung (Prdimmu-
nisierungsserum) und eine weitere
zwei Wochen nach der zweiten Imp-
fung (Immunisierungsserum) ent-
nommen.

Die Immunisierung der Tiere er-
folgte subkutan iiber dem linken
(erste Immunisierung) bzw. iiber
dem rechten (zweite Immunisierung)
Schulterblatt. Die Dosis betrug je
nach Impfstoff 2-5 ml pro Immuni-
sierung und Kaninchen. Bei Volumi-
na iiber 2 ml wurde der Impfstoff auf
zwei Stellen verteilt appliziert.

Alle Blutproben wurden nach ab-
geschlossener Gerinnung 4 min bei
4000 x g zentrifugiert, das Serum
vom Blutkuchen abpipettiert, aliquo-
tiert und bei —80°C tiefgefroren.
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Bei den verwendeten Impfantige-
nen handelte es sich ausschlieBlich
um in Deutschland zugelassene inak-
tivierte Impfstoffe, die unter ande-
rem die in der Legende von Abb. 3
aufgefiihrten Antigene enthielten.

2.2.2 Herstellung von Referenz-
serum

Zur Herstellung eines Referenzse-
rums wurden Immunisierungsseren
gepoolt und iiber einen SFCA-Filter
der Porengrofie 0,22 pm (Fa. Nalge-
ne) sterilfiltriert. Das Serumgemisch

n Lt
&

wurde in definierter Menge steril in
Rollrandflaschen abgefiillt, 24 h ge-
friergetrocknet und nach Substitution
des in den Flaschen vorhandenen
Vakuums durch reinen Stickstoff mit
Gummistopfen verschlossen.

Die Kaninchen waren zuvor nach
dem bereits beschriebenen Schema
mit einem B-toxoid- und/oder e-to-
xoidhaltigen (gebildet von C. perf-
ringens Typ B und/oder Typ D)
Priaparat immunisiert worden. Das
Referenzserum erhielt die Bezeich-
nung ,,aBetaEpsla®.

TMB-Substrat
( 3,3',5,5"-Tetramethyl-
Benzidin)

Anti-Kaninchen-1gG,
peroxidasemarkiert

Polyklonaler Antikorper gegen
Clostridium perfringens
Betatoxin (Prof- bzw.
Referenzserum

vom Kaninchen)

Antigen (Clostridium
perfringens
Betatoxin)

Monoklonaler Antikérper
gegen Clostridium
perfringens Betatoxin
gebunden an fester Phase

S,

Abbildung 2:  Schematische Darstellung eines Capture-ELISA zum Nachweis von
Antikérpern gegen Clostridium perfringens-Betatoxin in Kaninchenseren
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2.2.3 ELISA
Das Prinzip des Capture-ELISA ist
in Abb. 2 schematisch dargestellt.

Die Beschichtung der Mikrotiter-
platten (NUNC, Maxisorb plus, U-
Form) erfolgte mit 0,19 pg/ml des
monoklonalen Antikérpers (mAk) in
Carbonatpuffer (pH 9,6). Der mAk
gegen C. perfringens-Betatoxin wur-
de uns freundlicherweise von Dr. P.
Hauer (National Veterinary Service
Laboratory, Ames, Iowa, USA) zur
Verfiigung gestellt. Er wurde vor
Verwendung iiber Protein G-Supero-
se (Pharmacia, D-Freiburg) nach den
Vorgaben des Herstellers gereinigt.

Nach Inkubation iiber Nacht bei
4°C wurden die restlichen freien
Bindungsstellen in den Kavititen mit
5%  Magermilchpulver (DIFCO,
Best. Nr. 0032-17-3) in phosphatge-
pufferter Kochsalzlosung (PBS) fiir
2 h bei 37°C blockiert. Danach
wurde | h bei 37°C mit einem
Briickenantigen in einer Konzentrati-
on von 10 pg/ml in Blockierungs-
puffer inkubiert. Das Betatoxin-
Briickenantigen (filtrierter C. perf-
ringens Typ C Bakterienkulturiiber-
stand) wurde von Dr. Frauke Roth
(Institut fiir Tropentierhygiene, Uni-
versitdit Gottingen) zur Verfiigung
gestellt. Das Toxinfiltrat wurde aus
dem Uberstand einer 3 1-Fermenter-
kultur des Stammes C. perfringens
Typ C (NCTC 3180) hergestellt und
mit einem 20 kDa Filter auf 1 1
aufkonzentriert. Die Lagerung der
aliquotierten Filtrate erfolgte bei
-80°C.

AnschlieBend wurden die zu prii-
fenden Kaninchenseren in log,- bzw.
log;-Verdiinnungsstufen in 5 % Ma-
germilch/PBS fiir 60 min bei 37°C
unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Der Nachweis der am Briickenanti-
gen gebundenen Kaninchenantikor-
per erfolgte mittels peroxidasemar-
kierten anti-Kaninchen-Immunglo-
bulinen ([anti-Kaninchen IgG
(H+L)] DIANOVA, Hamburg). Die
Inkubation dauerte 45 min bei 37°C.
Als Peroxidase-Substrat kam 3,3°
5,5 Tetramethyl-Benzidin ~ (TMB)
zur Anwendung. Fiir die Substratld-
sung wurden 6 mg TMB in 1 ml
Ethanol gelost, davon 167 pul mit 9
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ml aqua destillata, 1 ml Natriumace-
tatpuffer (pH 5,5) und 2 W H,0,
vermischt. Nach Zugabe des Sub-
strates wurden die Platten 10 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inku-
biert. Der Substratumsatz wurde
durch die Zugabe von 1N Schwefel-
sdure gestoppt und bei einer Wellen-
ldnge von 450 nm quantitativ erfalt,
wobei grundsitzlich die bei einer
Referenzwellenldinge von 620 nm
gemessene Extinktion subtrahiert
wurde. Die Reaktionsbedingungen
waren insgesamt so gewihlt, daf bei
Auftrag der ersten Verdiinnungstufe
der Testseren (1:64) eine Absorption
von 1,4-1,6 erreicht wurde.

Zwischen den einzelnen Schritten,
mit Ausnahme vor der Zugabe der
Stopplosung, wurden die Mikrotiter-
platten dreimal mit 0,05 % Tween
20/PBS (250 ul/Kavitdt) mittels ei-
nes Waschautomaten gewaschen.
Mit Ausnahme der Blockierungslo-
sung (200 pl/Kavitit) und der Stopp-
16sung (50 pl/Kavitidt) wurden wih-
rend des Tests immer 100 pl der
jeweiligen Substanz in die Vertiefun-
gen einpipettiert.

Auf jeder Mikrotiterplatte wurde
neben dem Priifserum (Dreifachbe-
stimmung) das Referenzserum der
Charge aBetaEpsla in Doppelbe-
stimmung titriert. Zur Kontrolle des
Testsystems wurde auf jeder Platte in
der letzten Spalte statt des jeweiligen
Kaninchenserums nur 5% Mager-
milchpulver in PBS einpipettiert.

Um zu untersuchen, ob mit dem
Capture-ELISA nur Antikorper ge-
gen Betatoxin nachgewiesen werden
(Spezifitit), wurden in einer Ver-
suchsreihe auch Seren von Kanin-
chen getestet, die mit nicht betatoxo-
idhaltigen Impfstoffen immunisiert
waren.

2.2.4 Berechnung und Bewertung
der im Capture-ELISA nach-
gewiesenen Antikorpertiter

Die Berechnung der Wertigkeit des
Priifserums wurde mit einem von der
World Health Organization (WHO)
empfohlenen  Auswerteprogramm
(Parallel line assay, F.R. Marsman,
RIVM, NL-Bilthoven, Version 94-1)
durchgefiihrt.

Zur Berechnung wurden alle (je-
doch mindestens drei) im linearen
Bereich der Dosis-Wirkungskurven
von Referenz- und Priifserum liegen-
den MeBwerte herangezogen. Jedes
Priifserum wurde immer gegen das
auf der gleichen Mikrotiterplatte mit-
gefiihrte Referenzserum aBetaEpsla
berechnet.

Das Auswerteprogramm priifte die
fiir jedes Serum ermittelten Daten
auf Linearitit der Dosis-Wirkungs-
beziehung. Zudem wurden die fiir
Referenz- und Priifserum erstellten
Regressionsgeraden auf ihre Paralle-
litit zueinander getestet. Unzurei-
chende Linearitit und Parallelitat
wurden von dem Programm erkannt
und erlaubten dann keine Berech-
nung. Die Wertigkeit des Priifserums
wurde von dem Programm iiber den
Abstand der errechneten Regressi-
onsgerade zu der des Referenzse-
rums in X-Achsenrichtung ermittelt.

Fir Vergleichsstudien zwischen
Tierversuch und ELISA wurden 4
Kaninchenserumpools von einem
Impfstofthersteller zur Verfligung
gestellt, deren Wertigkeit im Tier-
versuch gemill EAB bekannt war.

Fiir die Berechnungen wurde dem
Referenzserum aBetaEpsla eine fik-
tive Wirksamkeit von 100 Units pro
Milliliter [U/ml] zugeordnet.

3 Ergebnisse

3.1 Spezifitit des Capture-ELISA
Aus der Abb. 3 ist ersichtlich, daB im
Capture-ELISA nur Antikorper in
Kaninchenseren nachgewiesen wer-
den, wenn das entsprechende Ver-
suchstier zuvor mit einem C. perfrin-
gens-P-toxoidhaltigen Impfstoff im-
munisiert wurde. Seren von Kanin-
chen, die mit C. perfringens-e-toxo-
idhaltigem Impfstoff, tetanustoxoid-
haltigem (C. tetani) Impfstoff oder
mit einem Impfstoff gegen Rausch-
brand (C. chauvoei) immunisiert
wurden, rufen auch in hohen Kon-
zentrationen keine positive Reaktion
im ELISA hervor. Im weiteren konn-
ten in allen Prdimmunisierungsseren
einheitlich keine Antikorper gegen
Betatoxin nachgewiesen werden.
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Exﬂnkﬂon [A450 nm - A620 nm] x 1000

13 1.27
VerdUnnungsstufen der Seren (log3-Verdunnungsreihe)

1:243

1:2187 1:19683 1:177147

—d&— Impfserum C. perf. Epsilontoxoid- und Tetanus-Impfstoff
—#—Nullserum C. perf. Epsllontoxoid- und Tetanus-Impfstoff
—&—Impfserum C. perf. Betatoxoid-Impfstoff
=—O——Nuliserum C. perf. Betatoxoid-Impfstoff

—&— Impfserum C. chauvoei-Impfstoff

—<O— Nuliserum C. chauvoei-Impfstoff

= = ¥ - - Referenzserum aBetaEpsia

Abbildung 3. Ermittlung der Spezifitat des Capture-ELISA zum Nachweis von
Antikérpern gegen Clostridium perfringens-Betatoxin durch Untersuchung von Seren

unterschiedlich immunisierter Kaninchen

3.2 Reproduzierbarkeit des
Capture-ELISA

Um festzustellen, wie reproduzierbar
die ELISA-Untersuchungen sind,
wurden der Intra-Assay-Variations-
koeffizient (VK) und der Inter-As-
say-Vk berechnet.

Zusitzlich wurden einzelne Test-
seren auf unterschiedlichen Mikroti-
terplatten an verschiedenen Tagen
untersucht, ihre Wertigkeit mehr-
mals bestimmt und die errechneten
Ergebnisse miteinander verglichen.

Zur Ermittlung des Inter-Assay-Vk
wurden die Ergebnisse aus 32 Test-
platten bei jeweiliger Vierfachbe-
stimmung des aBetaEpsla-Referenz-
serums herangezogen, wobei sich die
Vk je nach Serumverdiinnung zwi-
schen 12 und 25 % bewegen.

Der Intra-Assay-Vk wurde eben-
falls anhand von Wiederholungsbe-
stimmungen des Referenzserums be-
rechnet und ergab bei einer Vierfach-
bestimmung auf einer Platte (Tab. 1)
einen Wert von unter 10%.

Die Werte wurden lediglich fiir
Referenzserumverdiinnungen  zwi-
schen 1:512 und 1:4096 ermittelt, da
nur diese den linearen Teil der Do-
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sis-Wirkungskurve bildenden Ver-
diinnungen fiir weitere Berechnun-
gen herangezogen wurden.

3.3 Vergleich der Wirksamkeit
von Impfstoffen im Tierversuch
und im ELISA

4 Impfstoffchargen gegen C. perfrin-
gens Typ C wurden entsprechend
EAB-Vorschrift an Kaninchen ver-
abreicht, das von ihnen gewonnene
Serum gepoolt und anschliefend im

Tabelle 1:

CA
<
Miéuseneutralisationstest vom Her-
steller untersucht und bewertet,

Dieselben  Kaninchenserumpools
wurden im Rahmen dieser Arbeit,
wie bereits beschrieben, im Capture-
ELISA untersucht und bewertet. Die
Bewertung im ELISA wurde fiir
jedes Serum zehnmal wiederholt.

Die Ergebnisse aus Tierversuch
und ELISA sind nicht direkt mitein-
ander vergleichbar, da die ELISA-
Berechnungen auf einer zunéchst hy-
pothetisch festgelegten Wertigkeit
des Referenzserums von 100 U/ml
beruhen. Eine Angabe iiber die tat-
sdchliche Wertigkeit des eigens her-
gestellten Referenzserums aBeta-
Epsla kann nicht gemacht werden,
da dieses bislang nicht im Miuse-
neutralisationstest untersucht wurde.

Um die Ergebnisse der Untersu-
chungen der Seren mit beiden Me-
thoden dennoch vergleichen zu kon-
nen, wurden den Seren, die im Tier-
versuch und im ELISA getestet wur-
den, Rangfolgen zugeteilt, die in
Tab. 2 und in der daraus folgenden
Abb. 4 direkt miteinander vergleich-
bar sind.

Aus Tab. 2 und Abb. 4 geht
hervor, daf die Rangfolge der Ka-
ninchenseren sowohl im Tierversuch
als auch im Capture-ELISA, gemes-
sen am Mittelwert der Berechnun-
gen, die gleiche ist. Verwendet man
jedoch den Median zur Vergabe der
Ringe, vertauschen die ersten beiden
Seren ihre Rangfolgen, und die Er-
gebnisse aus dem Tierversuch sind

Reproduzierbarkeit des Capture-ELISA zum Nachweis von Antikor-

pern gegen Clostridium perfringens-Betatoxin

Intra-Assay-
Variationskoeffizient fir Vierfach-
bestimmung pro Mikrotiterplatte

Inter-Assay-
Variationskoeffizient fir 128 Bestim-

mungen auf 32 Mikrotiterplatten

Mittelwert der Varia-
tionskoeffizienten

aus 10 Versuchen in %
(minimal-maximal)

bei Referenz-
serumverd.”

1:512 4,37 (1,14-8,66)
1:1024 7,00 (1,98-10,73)
1:2048 5,48 (3,10-8,70)

1:4096 6,86 (2.20-20,34)

Variations-
koeffizient in %

bei Referenz-
serumverd.”

1:512 12,10
1:1024 18,40
1:2048 20,90
1:4096 25,00

*Es wurden die Serumverdinnungen gewahlt, die im linear abfallenden Bereich der
Referenzserum-Titrationskurve liegen, da diese flr die Berechnung der Prifseren verwendet

werden
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Tabelle 2. Quantitative Bewertung von Antikérpern gegen C. perfringens-
Betatoxin in Kaninchen-seren: Vergleich Tierversuch / Capture-ELISA

Serum 1 Serum 2 Serum 3 Serum 4
Mittelwert im ELISA: 822 U/ml 813 U/ml 799 U/ml 609 U/ml
Median im ELISA: 739,5 U/ml 767.5 U/ml  698,5 U/ml 595,5 U/ml
Variationskoeffizient 429 % 18,3 % 27,2 % 20,4 %
(von 10 Wiederholungs-
bestimmungen im ELISA)
Anzahl von Bestimmungen 5 6 6 4
mit max. £ 10 % zum Median
Anzahl von Bestimmungen 6 8 8 7
mit max. + 20 % zum Median
Rangfolge nach ELISA 1 2 3 4
Mittelwert
Wirksamkeit im Tierversuch: 90 IE/mi 80 IE/ml 76,5 |E/ml 67,5 IE/ml
Rangfolge nach Tierversuch 1 2 3 4

Korrelationskoeffizienten: von Ergebnis Tierversuch zu Mittelwert ELISA = 0,84,
von Ergebnis Tierversuch zu Median ELISA = 0,81

nach Réngen nicht mehr identisch
mitden Ergebnissen aus dem ELISA.

Der Variationskoeffizient fiir die
wiederholte Berechnung der Wertig-
keit einzelner Seren liegt zwischen
18,3% und 42,9%. Fiir den Tierver-
such liegen keine Variationskoeffizi-
enten oder Standardabweichungen

vor, da der Versuch aus Tierschutz-
griinden nur einmal beim Hersteller
durchgefiihrt wurde.

Die Tatsache, dafl 40-60% aller
Wiederholungsbestimmungen eines
Serums nur maximal 10% bzw. 60—
80% maximal 20% vom Median
abweichen, zeigt, daB der tiberwie-

120

Serum 1

Serum 2

1200

Serum 4

Serum 3

Standardabweichung

O Wertigkett der Testseren im Tierversuch [IE/ml]; Einfachbestimmung

O Wertigkeit der Testseren im ELISA [Units/ml]; Zehnfachbestimmung mit

Abbildung 4: Vergleich der ermittelten Wertigkeiten der Kaninchenserenpools im

Tierversuch und im Capture-ELISA.

Die nach dem Tierversuch ermittelten Wertigkeiten sind als dunkle Balken dargestellt
und werden an der linken Y-Achse in [IE/ml] angegeben. Die hellen Balken stellen die
gemittelten Wertigkeiten einer zehnmaliger Bestimmung mit Standardabweichung der
gleichen Seren, berechnet tiber den Capture-ELISA in [U/ml] (rechte Y-Achse) dar
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gende Teil der Werte aus den Wie-
derholungsbestimmungen sehr eng
beieinander liegt.

4 Diskussion

Hendriksen et al. (1994) berichten in
ihrem ECVAM (European centre for
the validation of alternative me-
thods) Workshop-Report iiber unter-
schiedliche serologische Systeme zur
Detektion von Antikérpern gegen C.
perfringens-Toxine, die sich bis jetzt
jedoch unter anderem aufgrund von
fehlenden Referenzmaterialen nicht
etablieren konnten. Ein Teil unserer
Aufgabe bestand in der Herstellung
solchen Referenzmaterials. Mit dem
in groBen Mengen (iiber 3500 Am-
pullen) hergestellten Kaninchen-Re-
ferenzserum aBetaEpsla steht aus-
reichend Material fiir nationale bzw.
internationale Ringversuche zur Ver-
fiigung, das gegeniiber dem derzeit
existierenden internationalen Refe-
renzserum vom Pferd den Vorteil
aufweist, daB es von der gleichen
Spezies wic die zu untersuchenden
Priifseren stammt. Hierdurch ist auch
dann ein direkter Vergleich von
Priif- und Referenzserum in Ezy-
mimmunoassays moglich, wenn mit
speziesspezifischen Konjugaten ge-
arbeitet wird. Anfingliche Bemii-
hungen, mit insgesamt 5 uns zur
Verfiigung gestellten mAk gegen
Betatoxin speziesunabhingig arbei-
tende kompetitive Enzymimmunoas-
says zu entwickeln, scheiterten dar-
an, daB alle mAk eine sehr hohe
Bindungsaffinitit zum Betatoxin
aufweisen. Eine Verdringung des
mAk von seiner Bindungsstelle
durch konkurrierende Antikérper in
Kaninchenseren war nur in geringem
Umfang moglich (Daten nicht ge-
zeigt).

Auch van der Kamp (1994) be-
schreibt in ihrem Report ,, Ways of
replacing, reducing or refining the
use of animals in the quality control
of veterinary vaccines” zum einen
die Notwendigkeit, den Miuseneu-
tralisationstest durch in vitro Metho-
den zu ersetzen, und zum anderen
die Problematik der bis jetzt entwik-
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kelten serologischen Methoden, die
sich durch ihre unzureichende Spezi-
fitdt nicht durchgesetzt haben.

Ein ELISA ist ein hochempfindli-
ches System fiir den Nachweis der
Bindung von Antikbrpern an ein
Antigen. Diese hohe Sensitivitit hat
jedoch nicht nur Vorteile, sondern
birgt auch Gefahren in sich. So kann
beispielsweise die Bindung gering-
ster Mengen an unspezifischen Ak zu
falsch positiven Ergebnissen fiihren.

Die Spezifitit des entwickelten
Capture-ELISA zum Nachweis von
Antikorpern gegen C. perfringens-
Betatoxin konnte nachgewiesen wer-
den. Sowohl Prdimmunisierungsse-
ren als auch Immunisierungsseren
von Kaninchen, die mit anderen
Clostridienantigenen als C. perfrin-
gens Typ B oder Typ C immunisiert
wurden, waren selbst bei Einsatz
nahezu unverdiinnter Seren im ELI-
SA negativ. Diese Untersuchung war
besonders wichtig, da nicht bekannt
ist, ob das Betatoxin in den verwen-
deten Kulturiiberstanden eventuell
mit ecinem oder mehreren weiteren
Clostridienantigenen assoziiert ist.
Wire dies der Fall, dann wiirde der
monoklonale Fangantikdrper nicht
nur Betatoxin, sondern ebenfalls die-
se anderen Antigene aus der Losung
herausfangen, wodurch dann im
nichsten Schritt Kaninchenantikor-
per auch gegen diese nachgewiesen
wiirden.

Bei Versuchen zur Reproduzier-
barkeit des ELISA ergab der iiber die
gemessene Extinktion ermittelte Vk
zwischen den verschiedenen Test-
platten (Inter-Assay) Werte ZWi-
schen 12 und 25%. Der Vk einer
Mehrfachbestimmung auf einer Plat-
te (Intra-Assay) liegt mit 4-7% je-
doch deutlich darunter.

Die relativ hohen Vk-Werte im
Inter-Assay zeigen, daf} zur sicheren
quantitativen Bestimmung auf jeder
Testplatte das Referenzserum mitge-
fiihrt werden sollte, um mogliche
Inter-Assay Schwankungen auszu-
gleichen.

Fiir immunchemische Methoden
sind in Anbetracht der ohnehin sehr
hohen  biologischen Streuung
Schwankungsbreiten im Intra-Assay,
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nach dem Kommentar zum Kapitel
Immunchemische Methoden 1m
Deutschen Arzneibuch, 10. Ausgabe
(DAB 10), von bis zu 10% durchaus
vertretbar. Tijssen (1988) ist der
Auffassung, daf im Intra-Assay ein
Vk bis 10 % und das zwei- bis
dreifache davon fiir den Inter-Assay-
Vk noch als akzeptabel angesehen
werden kdnnen.

Bei einem Vergleich der Wertig-
keitsrdnge, die nach den Mittelwer-
ten der untersuchten Kaninchenser-
umpools im ELISA und den im
Tierversuch nach EAB (Monogra-
phie 363) ermittelt wurden, konnte
iiber beide Methoden die gleiche
Rangfolge vergeben werden. Dies
trifft allerdings fiir die Rangvergabe
nach den Medianwerten im ELISA
nicht mehr ganz zu, da sich in
diesem Fall die Rangfolge der ersten
beiden Seren vertauscht. Der Um-
stand, daB die 4 untersuchten Seren
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit im
Tierversuch sehr eng beieinander lie-
gen (67,5-90 IE/ml), unterstreicht die
Leistungsfihigkeit des ELISA, da
mit ihm auch diese geringen Wertig-
keitsunterschiede noch weitestge-
hend nachvollziehbar sind.

Die Korrelation zwischen Ergeb-
nissen aus Tierversuch und ELISA
lag, je nachdem, ob man den Median
oder den Mittelwert der Wiederho-
lungsbestimmung im ELISA zugrun-
delegt, bei r = 0,81-0,84. Dieser
Korrelationskoeffizient sollte auf-
grund der geringen Stichprobenzahl
jedoch nicht iiberbewertet werden.
Weitere Untersuchungen hierzu sind
vorgesehen.

Betrachtet man die ELISA Ergeb-
nisse etwas niher, so kann man
erkennen, daB der groBte Teil der
Wiederholungsbestimmungen  sehr
eng um den Median liegt. 6 bis 8 von
10 Bestimmungen eines jeden Se-
rumpools liegen nicht mehr als 20 %
vom Median entfernt. Die hohen Vk
werden durch einzelne Ausreiller
hervorgerufen. Um kiinftig diese bei
Mehrfachbestimmung vereinzelt auf-
tretenden Ausreifier nicht mit in die
Gesamtbewertung eines Serums ein-
gehen zu lassen, konnte man, eine
ausreichende Anzahl von Wiederho-

lungsbestimmungen vorausgesetzt,
statt des Mittelwertes den Median
berechnen. Der Median wird im Ge-
gensatz zum Mittelwert von verein-
zelt auftretenden sehr hohen oder
sehr niedrigen Bestimmungen nicht
beeinfluft.

In der vorgestellten Untersuchung
wurden nur Kaninchenserumpools
iiberpriift, da die Wertigkeitsbestim-
mung von Kanincheneinzelseren im
Miuseneutralisationstest vor allem
aus ethischen, aber auch aus 6kono-
mischen Griinden nicht vertretbar ist.
Der ELISA konnte jedoch in Zukunft
auch zur Bestimmung von Einzelse-
ren verwendet werden. Sollte sich
dabei herausstellen, daB ein einheit-
lich immunisiertes Kollektiv von 10
Kaninchen keine grofien Schwan-
kungen im Titer aufweist, konnte
auch die Anzahl der Kaninchen fiir
diese Priifung reduziert werden,
ohne daf diese wesentlich an Aussa-
gekraft verliert.

Die Anzahl der parallel im Tier-
versuch und im ELISA bewerteten
Seren ist zwar noch zu gering, um
die vorgestellte Methode hinsichtlich
ihrer Eignung als Ersatzmethode ab-
schlieBend bewerten zu kénnen, aber
die bisherigen Ergebnisse sind den-
noch vielversprechend. Nach der
Uberpriifung weiterer Seren und ei-
nem zuniichst auf nationaler Ebene
geplanten Ringversuch wird sich zei-
gen, ob die vorgestellte in vitro
Methode als Alternative zum stark
belastenden Miuseschutzversuch ge-
eignet ist.
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Pharmakokinetik-Simulationen fiir den Untericht
Die Gruppe Biopharmazie an der ETH Ziirich hat ein neues
Pharmakokinetik-Lehrprogramm entwickelt: PharmaSim (s. AL-
TEX 12,3 S. 152-155).

Es simuliert Plasmaspiegelkurven basierend auf Komparti-
ment-Modellen. Das wirklich Neue an PharmaSim ist, daf} die
Kurven sehr leicht erzeugt werden konnen und daf sie extrem
schnell angezeigt werden. Studierende konnen die Kurven-
Parameter einzeln verdndern und gleich zuschauen, wie sich die
Kurve verdndert. Die Verzogereungszeit beim Neuberechnen
und Neuzeichnen betrigt beispielsweise auf einem Mac Quadra
650 etwa 0.08 sec. So konnen die Einfliie der einzelnen

Parameter auf die Verlaufsform der Kurven eindriicklich
illustriert werden.

Die Simulationen sind eingebettet in HyperCard-dhnlichen
elektronischen Biichern. Die Inhalte der Seiten — Texte und
Bilder — sowie die Voreinstellungen zu den Simulationen
werden in Textform in Script-Dateien gespeichert. Dadurch
kénnenmit PharmaSim leicht neue Ubungen erstellt oder beste-
hende Tutorials abgeidndert werden.

PharmaSim Merkmale

— Ein- und Zwei-Kompartimentmodelle

— 1.v. Bolus, i.v. Infusion und extravasale Verabreichung

— lineare und halblogarithmische Darstellung der Kurven

— sehr schnelle Simulationen

— Mehrfachdosierungen

— komplexe Dosierungsschemata: Initial- und Erhaltungsdosis,
vergessene Dosis, Anderung von Parametern wihrend der

Behandlungszeit
— Texte, Bilder und Simulations-Einstellungen sind in editierba-

ren Scripts gespeichert
— benutzerdefinierbare Namen fiir die Parameter
— ausfiihrliche Tutorials mit iiber 20 Simulationen, mehrere

Script-Beispiele
— Vorgesehen fiir Sommer 96: eine PowerPC native Version

und eine Version fiir MS-Windows :

Das Programm ist gratis erhdltlich und frei verteilbar. Systeman-
forderungen: Apple Macintosh mit System 7 und mind. 12%-
Bildschirm. Fiir mehr Information kontaktieren Sie bitte die
unten angegebene Adresse.

Pharmacokinetic Simulations for Teaching
The Biopharmacy group at the ETH Zurich has developed a new
computer simulation program for teaching pharmacokinetics:
PharmaSim (ALTEX 12,3 p.152-155).

It is focused on the simulation of drug plasma levels based on
compartment models. The novel features of PharmaSim are the
easy visualization of curves and the high speed of the
simulations. Students can change the value of a parameter with a
scroll bar. The resulting change in the display of the curves is
almost immediate (delay time < 0.1 sec.). This allows to
visualize the effects of one parameter in a formula, a concept
which was hard to illustrate so far.

The simulations are embedded in a HyperCard-like electronic
book. The contents of the tutorial pages — texts and graphics — as
well as the preset values for the simulations can be saved in
script files. This makes PharmaSim a tool which lets you easily
create many different tutorials.

PharmaSim features:

— one- and two-compartment models

— 1.v. bolus, i.v. infusion, and extravasal administration

— linear and half-log plots

— very fast simulations

— multiple doses

— complex dosing schemes: loading & maintenance dose,
missing dose, or change of parameters during treatement.

— fully scriptable

— custom definition of parameter names

— extensive tutorials with more than 20 simulations, good script
samples

— a PowerPC native version and a version for Windows are in

the pipeline (planned for summer 96)

The program is available free of charge. System requirements:
Apple Macintosh

with System 7 and min. 12 screen. For more information please
contact:

Daniel Keller Tel:  +41-1-257 60 35/ 60 41
ETH Biopharmazie Fax: +41-1-2625223
Winterthurerstr. 190 e-mail: keller@pharma.ethz.ch
8057 Ziirich

Switzerland
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