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FremdvirusausschluB in Lebendimpfstoffen

Beate Krimer, Petra Riibmann, Karin Duchow und Klaus CuBler

Paul-Ehrlich-Institut, D-Langen

Zusammenfassung

In dem vom BMBF gefirderten Forschungsprojekt wurde
untersucht, ob der nie validierte und sehr belastende Tierver-
such zum Fremdvirusausschlufl in Impfstoffen durch geeignete
in vitro Methoden ersetzt werden kann.

Zur Evaluierung der in vitro Tests wurde das porcine Herpes-
virus (Aujeszkyvirus, Pseudorabiesvirus) als Modellvirus
eingesetzt. In artifiziell kontaminierten Lebendimpfstoffen
konnte das Pseudorabiesvirus (PRV) sowohl auf sensitiven
Zellen durch zellmorphologische Verdnderungen als auch
molekulargenetisch in der PCR eindeutig nachgewiesen
werden. Der Vergleich der im Tierversuch ermittelten Nach-
weisgrenze mit den Detektionsgrenzen der in vitro Verfahren
ergab, daf$ diese dem in vivo Modell nicht nur ebenbiirtig,
sondern iiberlegen sind.

Die Europdische Arzneibuchkommission hat inzwischen die
Priifung zum Ausschluf3 von Fremdviren in zwei der fiir dieses
Forschungsvorhaben relevanten Monographien gestrichen, fiir

Summary: Detection of extraneous virus in live vaccines

In the study in vitro alternatives to a nonvalidated and harmful
animal test for the absence of extraneous virus in live vaccines
were investigated.

For evaluation of a suitable in vitro method the porcine
herpesvirus (Aujeszkyvirus, Pseudorabiesvirus) was used as a
model virus. In artificially contaminated live vaccines the
aujeszkyvirus could be detected by moleculargenetical and
cellular methods. Regarding the threshold values of virus
detection in vitro tests showed to be more efficacious than
animal testing.

Meanwhile the European Pharmacopoeia Commission deleted
the animal test for extraneous virus from two monographs. The
discussion, if respective animal testing can be cancelled for the
other live vaccines as well, is still ongoing.

The study was supported by the German Ministry of Educati-
on, Science, Research and Technology.

die iibrigen Lebendimpfstoffe wird die Abschaffung der

Priifung diskutiert.
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1 Einleitung

Im Rahmen der Qualititssicherung ist der
Fremdvirusausschluf in der Maus in den
Monographien fiir InfektiGse-Hepatitis-
Lebend-Impfstoffe fiir Hunde, fiir Staupe-
Lebend-Impfstoffe fiir Hunde, Frettchen
und Nerze und fiir Panleukopenie-Lebend-
Impfstoffe fiir Katzen als Endproduktprii-
fung fiir jede produzierte Impfstoffcharge
vorgeschrieben. Hierbei erhalten Miuse
mit einem Gewicht zwischen 11 und 16 g
jeweils 0,03 ml der zu priifenden Impf-
stoffzubereitung intrazerebral. Uberleben
die Tiere den Test 21 Tage symptomlos,
gilt die Priifung als bestanden. Die Injek-
tion selbst ist ein stark belastender Ein-
griff, der zu spontanen Todesfillen fiih-
ren kann. Tiere, die innerhalb der ersten
24 bzw. 48 Stunden nach der Injektion
verenden, gelten als unspezifische Mor-
talititsfille und fiihren zur Testwiederho-
lung.

Welche Fremdviren mit diesem Tierver-
such konkret ausgeschlossen werden sol-
len, geht aus den Monographien nicht her-
vor. Da das Pseudorabiesvirus gemil den
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Impfstoffen definitiv ausgeschlossen wer-
den muB, wurde es als Modellvirus zur
artifiziellen Kontamination von Impfstoff-
proben eingesetzt. Fiir die in vitro Nach-
weise wurden ebenso wie zur Untersu-
chung des in vivo Modells Hepatitis-Stau-
pe-Kombinationsimpfstoffe mit absteigen-
den Verdiinnungen eines standardisierten
PRV-Antigens kontaminiert.

2 Tiere, Material und Methoden

2.1 PRV-Standard

Zur Herstellung des PRV-Standardanti-
gens wurde der Wildtypstamm Phylaxia
auf Verozellen kultiviert. Der Titer der
gepoolten Virusernte lag bei 10" TICD,,
nach der Lyophylisierung betrug er noch
10°* TICD,,. Die PRV-Lyophilisate wur-
den bei -20°C gelagert und in allen Versu-
chen zur Kontamination der Lebendimpf-
stoffe verwendet.

2.2 Zelltest
Zum Nachweis des PRV im Zellsystem
wurde der zytopathische Effekt (CPE) auf

Verozellen (1,5 x 10° Zellen/ml) finf Tage
nach einer Simultaninfektion ausgewertet.
Das Kontaminationsvirus wurde in den
Endverdiinnungen von 1023 bis 10%* ge-
testet. Um den durch das PRV induzierten
CPE eindeutig identifizieren zu kénnen,
wurden die Impfviren, also das staupein-
duzierende Morbillivirus und das canine
Adenovirus mit entsprechenden Immun-
seren neutralisiert. Der Nachweis der voll-
stindigen Neutralisation wurde fiir das
canine Adenovirus durch das Fehlen ei-
nes typischen CPEs auf MDCK-Zellen er-
bracht. Das Morbillivirus wurde in einem
Peroxidase-linked-antibody-assay durch
eine Farbreaktion nachgewiesen.

2.3 Polymerase Ketten Reaktion -
PCR

Fiir den Nachweis der PRV-DNA in der
PCR wurden spezifische Primer, die im
kodierenden Bereich des essentiellen glI
bzw. gB-Gens hybridisierten, eingesetzt.
Das Amplifikat besaB eine Linge von
391 bp und wurde gelelektrophoretisch
dargestellt. Zur Steigerung der Sensitivi-
tit und Spezifitit der PCR wurde eine
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zweite Amplifikation, eine sogenannte
nested PCR, angeschlossen. Hierbei wur-
de ein weiteres Primerpaar, dessen Se-
quenzen innerhalb des zuerst amplifizier-
ten Fragments lagen, verwendet. Das End-
produkt besall noch eine Linge von 349
bp. Die Nachweisgrenze bei Verwendung
reiner PRV-DNA lag in der 1. PCR bei 100
fg, in der nested PCR war dagegen ein
Nachweis bis zu 1fg PRV-DNA moglich.

2.4 Tierversuch
Zur Ermittlung der Detektionsgrenzen des
Tierversuchs wurde NMRI-Miusen je
0,03 ml eines kontaminierten Impfstoffs
appliziert. In den Impfstoffproben lag das
Kontaminationsvirus in Verdiinnungsstu-
fen von 10! bis 10 vor. Jeweils acht Tie-
re wurden parallel mit der gleichen PRV-
Verdiinnung infiziert. Als Futter-, Ge-
wichts- und Verhaltenskontrollen wurden
unbehandelte Miuse eingesetzt. Zur Kon-
trolle der Injektionseffekte wurde einzel-
nen Miusen 0,03 ml einer physiologischen
Kochsalzlgsung injiziert. Dariiber hinaus
erhielten einige Tiere 0,03 ml des unge-
spikten Impfstoffes zur Uberpriifung der
Impfstoffeffekte. Als Positivkontrollen
wurden Miuse mit einer unverdiinnten
PRV-Suspension infiziert. Die Tiere wur-
den streng nach Versuchsgruppen getrennt
gehalten und 21 Tage lang beobachtet.
Neben der tiglichen Gewichtserfassung
wurden Verhaltensauffilligkeiten und das
Auftreten von Krankheitssymptomen de-
tailliert protokolliert. Den verendeten Tie-
ren wurde unverziiglich das Gehirn ent-
nommen und dieses bei -70° C kryokon-
serviert. Das Kontaminationsvirus wurde
in den Gehirnproben sowohl im Zelltest
als auch in der PCR nachgewiesen.

Aus Platzgriinden wurde hier auf eine
eingehende Darstellung der verwendeten
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Abbildung 1: Detektion von Pseudorabiesvirus (PRV)-Kontaminationen in Lebendimpf-
stoffen in vivo und Ergebnisse der an Gehirnproben durchgefiihrten Tests

Materialien sowie der Versuchsdurchfiih-
rung verzichtet. Die entsprechenden Pro-
tokolle kénnen jedoch bei der Autorin an-
gefordert werden.

3 Ergebnisse

Im Zelltest konnte das Kontaminationsvi-
rus auf Vero- und MDCK-Zellen bis zu
einer Endverdiinnung von 10-°° detektiert
werden. Nach einer einmaligen Passagie-
rung der Uberstinde war der Nachweis des
PRV noch in einer Endverdiinnung von
1063 moglich. Die Uberstinde aus den
Zelltests wurden aufierdem in der PCR
iiberpriift. Die Ergebnisse des zelluldren
Nachweises wurden zusammen mit den
Resultaten der PCR in der folgenden Ta-
belle dargestellt.

Es wurde cine fast vollstindige Uber-
einstimmung der Ergebnisse aus Zelltest
und PCR gefunden: mit einer Ausnahme
waren alle im Zelltest negativen Proben
auch in der PCR negativ. Wurden konta-
minierte Impfstoffproben direkt als Tar-
get in der PCR eingesetzt, war ein Nach-

Tabelle 1: Detektion von PRV-Kontaminationen in vitro

weis des Kontaminationsvirus bis zu ei-
ner Endverdiinnung von 107 méglich.
Somit konnte die Erwartung einer hohe-
ren Sensitivitidt der PCR nicht erfuillt wer-
den.

Im Tierversuch zeigten die Miuse, die
kontaminierte Impfstoffproben erhalten
hatten, neben einem ausgeprigten Juck-
reiz einen stark erhohten SpeichelfluB,
Bewegungsstorungen, heftiges Zittern und
Krimpfe. Einzelne Tiere waren ausgespro-
chen aggressiv, andere dagegen vollig apa-
thisch. Der Zeitpunkt des Auftretens und
die Auspriigung der Krankheitssymptome
waren ebenso wie Gewichtsentwicklung
und Uberlebensdauer abhiingig von der
Konzentration des Kontaminationsvirus.
Die durchschnittliche Uberlebensdauer
sank kontinuierlich mit steigender Virus-
konzentration, die Tiere der Positivkon-
trolle tiberlebten den Test nur zwei Tage.
Auch die mittlere Gewichtszunahme nahm
kontinuierlich ab, deutliche Gewichtsver-
luste waren bei Tieren, die eine PRV-Ver-
diinnung von 1072 bis 10" erhalten hatten,
zu verzeichnen.

Testergebnisse bei absteigenden PRV-Verdiinnungen
in vitro- Nachweis — - — T
1023 1032 1043 ’ 102 1082 1072 | 1082
S I TS| (a— — P P —
Zelltest + + } + 44+ 44+ 4+ R N A ‘: -- i -
= T f \
Uberstande: PCR ++ : +4+4++ | +++++4+ T e e } \ -
S e e ces i e Mo s e S | |
Zelltest: 1. Passage ++ ‘ ++ +++ 4+ +4++ \ | W
el T - I | T . |
Uberstiande: PCR ++ | ++ + 4+ +++ +++ I— .- .-
B A IS T D
+/- = Ergebnis und Anzahl der durchgefiihrten Test
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Abbildung 2: Vergleich von in vitro und in vivo Verfahren zum Nachweis einer Pseu-
dorabiesvirus (PRV)-Kontamination in Lebendimpfstoffen

In der Abbildung 1 wurden neben den
Resultaten des Tierversuchs auch die Er-
gebnisse der an den Gehirnproben durch-
gefiihrten Tests dargestellt.

In der Positivkontrolle und bis zur Vi-
rusverdiinnung von 107 zeigten 100% der
Tiere Krankheitssymptome und verende-
ten innerhalb des Beobachtungszeitraums.
In den nachfolgenden Verdiinnungsstufen
lag die Mortalitiitsrate bei 92% (10*) und
sank dann weiter auf 50% (107) bzw. 8%
(10°). In den iibrigen Gruppen iiberlebten
alle Tiere die Infektion ohne Symptome.
In Gehirnproben konnte das Kontaminati-
onsvirus im Zelltest nachgewiesen werden,
die Ergebnisse stimmten vollstindig mit
den Resultaten des Tierversuchs iiberein.
Simtliche Tiere, die Krankheitssymptome
entwickelt hatten, waren auch im Zelltest
positiv, und umgekehrt konnte bei den
iiberlebenden Tieren kein PRV in den Ge-
hirnproben nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse der PCR wichen geringfiigig
davon ab. Da in einigen Gehirnhomoge-
nisaten auch nach mehrmaliger Wiederho-
lung kein Virus nachgewiesen werden
konnte, mufl man davon ausgehen, daf} die
PCR hier falsch negative Ergebnisse ge-
liefert hat.

Zum Vergleich der in vitro und in vivo
ermittelten Nachweisgrenzen wurden die
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Ergebnisse der Tests in der Abbildung 2
zusammengefalt.

Im Tierversuch liegt die LD, bei einer
PRV-Verdiinnung von 10°°. In der PCR
ist die der LD, entsprechende ED,  etwa
bei einer Virusverdiinnung von 10 er-
reicht. Die ID, des Zelltests liegt bei ei-
ner Virusverdinnung von 102, nach ei-
ner einmaligen Passagierung der Zellen
liegt sie bei einer PRV-Verdiinnung von
107.

4 Diskussion

Die Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus
den untersuchten Testsystemen zeigt, daB
die in vitro Verfahren dem in vivo Modell
nicht nur ebenbiirtig, sondern durchaus
iiberlegen sind. Hierbei darf allerdings
nicht iibersehen werden, daf3 der Vergleich
dieser drei Methoden nur bedingt moglich
ist. So ist bei den Ergebnissen des Tier-
versuchs zu beriicksichtigen, daB laut
Monographie zwei Tiere, das sind immer-
hin 20% sterben diirfen. Da in den durch-
gefiihrten Versuchen lediglich 8% der Tie-
re in der grenzwertigen Verdiinnungsstu-
fe reagiert haben, kann ein gesicherter
Nachweis erst in der nichst niedrigeren
Verdiinnungsstufe, also bei 10~ erwartet
werden.

Ein Problem der molekulargenetischen
Nachweisverfahren liegt darin, dal ein
positives Ergebnis, also das Vorhanden-
sein viraler DNA, nicht unbedingt einen
Riickschluf} auf die Aktivitiit eines Virus
zulébt.

Mit dem Zelltest werden dagegen nur
vermehrungsfihige Viren nachgewiesen.
Allerdings kénnen hier die Nachweisgren-
zen in Abhiéingigkeit der Sensitivitit der
verwendeten Zellsysteme und der Test-
durchfithrung stark variieren.

Von den beiden untersuchten in vitro
Methoden hat sich der zelluldre Nachweis
als das robustere und weniger storanfilli-
ge Verfahren erwiesen. Deshalb sollte die-
ser Methode eine Priferenz beim Ersatz
des Tierversuchs zum Fremdvirusaus-
schluf} eingerdumt und eine Validierung
angestrebt werden.

5 Aktuelle Anderungen der Arznei-
buchmonographien

Die Europiische Arzneibuchkommission
hat 1997 den Tierversuch zum Fremdyvi-
rusausschluf fiir Panleukopenie-Lebend-
Impfstoffe fiir Katzen sowie fiir Staupe-
Lebend-Impfstoffe fiir Hunde gestrichen.
Fiir diese Priparate wird nunmehr aus-
schlieBlich ein zelluldrer Nachweis zum
Ausschlul von Fremdviren gefordert.

Uber eine Streichung des Tierversuchs
aus der Monographie fiir Infektiose-He-
patitis-Lebend-Impfstoffe wird derzeit in-
nerhalb der Expertenkommissionen disku-
tiert. Eine Revision wurde durch die Deut-
sche Arzneibuchkommission fiir Staupe-
Lebend-Impfstoffe fiir Frettchen und Ner-
ze beantragt.
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