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Entwicklung eines Zytotoxinhemmungstests
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Zusammenfassung

Clostridium (C.) septicum, ein sporenbildender Bewohner des

Bodens, ist der klassische Erreger des Pararauschbrandes, einer

Summary: Development of a cytotoxin inhibition test for the detection

of serum antibodies against the o-toxin of Clostridium septicum
Clostridium (C.) septicum, a spore-forming bacterium of the

Erkrankung mit perakutem Verlauf. Impfstoffe enthalten als immumno-
genes Agens das losliche o-Toxin, ein letales Exoprotein, in toxoidier-
ter Form.

Als Ersatzmethode fiir den nach DAB 10 zur Wirksamkeitskontrolle
vorgeschriebenen Miuseneutralisationstest (MNT) zum Nachwels
von toxinneutralisierenden Antikérpern wird ein Zytotoxirthem-
mungstest auf der Basis von Zellkulturen vorgestellt.

Untersucht wurden Seren von Kiihen, die mit einem o-Toxoid-
Impfstoff vakziniert worden waren, und Kaninchenseren aus
der offiziellen Wirksamkeitspriifung sechs kommerzieller
Clostridienimpfstoffe.

Mit der in vitro Methode konnten Antikdrper in den Seren der
Kiihe und der Priifchargen reproduzierbar detekiiert werden.

soil, is the classical causative agent of malignant oedema, a
fatal infection. As immunogenic compound, vaccines contain
the toxoidized form of the soluble o-toxin, a lethal exoprotein.
A cytotoxin inhibition test based upon cell culture for the
detection of toxin neutralizing antibodies was developed as an
alternative to the neutralisation test in mice, which has to be
done as measure of quality control according to DAB 10.

Sera derived from cattle that had been vaccinated with o-
toxoid-vaccine, and sera from rabbits, from the official quality
control of six different clostridial vaccines, were tested.

The in vitro method was able to detect antibodies in the sera of
the cows as well as in the sera of the rabbits. The results were
reproducible.

Keywords: clostridium septicum, o-toxin, quality control of vaccines, detection of antibodies, cell culture

1 Einleitung und Fragestellung

Clostridium (C.) septicum ist ein sporen-
bildender, weltweit verbreiteter Bewohner
des Bodens und iiber die Nahrungsaufnah-
me auch der Darmflora. Im veterinédrme-
dizinischen Bereich gilt C. septicum als
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der klassische Erreger des Pararauschbran-
des, speziell des Geburtsrauschbrandes
und des nordischen Bradsot. C. septicum
ist auch humanpathogen.

Gelangen an einem infizierten Standort
vegetative Erreger oder Sporen in Wun-
den, so kommt es in kurzer Zeit zu einem

Ausbruch der Krankheit mit meist todli-
chem Ausgang.

Die Bekdmpfung erfolgt durch eine ge-
zielte Impfprophylaxe der Tiere mit einem
Toxoidimpfstoff (Grifer, 1964). Dabei ist
die Wirksamkeit des Impfstoffes abhéin-
gig vom Gehalt des von den Bakterien
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sezernierten letalen, nekrotisierenden o
Toxins. Der perakute Verlauf der Erkran-
kung wird auf die Wirkung des Toxins
zuriickgefiihrt. Andere Exotoxine scheinen
nur eine untergeordnete Rolle im Krank-
heitsgeschehen zu spielen.

Das o-Toxin fiithrt durch Ausbildung
von Poren in der Membran der Wirtszel-
len zu deren Absterben. Das Molekular-
gewicht wird mit 45-48 Kd angegeben
(Ballard, 1992; Cortifias, 1997).

Bei der Wirksamkeitskontrolle von C.
septicum O-Toxin-haltigen Impfstoffen ist
nach dem Deutschen Arzneibuch (1992,
10. Ausgabe) ein Neutralisationstest in der
Maus gefordert. Hierzu werden zunichst
10 Kaninchen im Abstand von 21 Tagen
mit dem zu priifenden Impfstoff immuni-
siert und nach weiteren 14 Tagen geblu-
tet. Aus den gewonnenen Seren wird ein
Serumpool hergestellt. Fiir den Neutrali-
sationstest werden verschiedene Verdiin-
nungen des Antiserums angelegt und mit
einem Standardantigen gemischt. Minde-
stens zwei Miusen pro Verdiinnung wird
die Mischung intravends oder intraperito-
neal injiziert. Eine Kontrollgruppe, inji-
ziert mit einer Mischung aus Standardser-
um und Standardantigen, ist mitzufiihren.
Der Impfstoff hat die Priifung bestanden,
wenn er mindestens 2,5 LE./ml enthlt.

Der Nachweis von schiitzenden Anti-
korpern gegen das zytotoxische o-Toxin
von C. septicum in den Seren von Ver-
suchsticren, letztlich auch im Zieltier, soll
alternativ in der Zellkultur etabliert und
standardisiert werden.

Basierend auf den Erfahrungen zum Nach-
weis des e-Toxins von C. perfringens wurden
Untersuchungen zur Standardisierung eines
Zytotoxinhemmungstests durchgefiihrt.

Dazu wurden Stimme des Erregers zur
Antigengewinnung ausgewihlt und die
Produktionsparameter fiir eine maximale
Toxinausbeute optimiert. Weiterhin wur-
de eine Zellinie selektiert, die bei guter
Handhabbarkeit die gréBte Empfindlich-
keit gegen das o-Toxin aufwies.

Die Eignung des Zytotoxinhemmungs-
tests zum Nachweis von Antikérpern in
Testseren aus der Chargenpriifung und aus
einer Feldimpfung im Zieltier wurde iiber-

priift.
2 Material und Methoden

Zur Produktion des o-Toxins wurden zwei
Stimme C. septicum ausgewihlt. Zum ei-
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nen handelte es sich um den Referenzstamm
547 der National Collection of Type Cul-
tures (NCTC), UK, der sich durch eine hohe
Toxinproduktion auszeichnete. Zum ande-
ren wurde ein Feldstamm, Labor-Nr. 2258,
zur Toxinproduktion herangezogen. Dieser
Stamm konnte aus Proben eines lokalen
Ausbruchs von Geburtsrauschbrand bei
Kiihen isoliert werden. Zur Gewinnung des
Antigens im Bioreaktor erfolgte die Opti-
mierung der Produktionsparameter.

Die Inkubation des Referenzstammes 547
wurde in Herz-Him-Bouillon (HHB) bei
38° C durchgefiihrt, die des Feldstammes
2258 in Reinforced Clostridia Medium
(RCM), ebenfalls bei 38° C. Das Redoxpo-
tential in der Bakteriensuspension wurde per
Durchflulelektrode verfolgt. Die Kulturen
wurden nach der Ernte sofort auf 4° C her-
untergekiihlt und in zwei Filtrationschritten
(Trenngrenzen: 1 Mio d und 30 Kd) vorge-
reinigt und aufkonzentriert.

Aus toxoidiertem Kulturiiberstand des
Feldstammes 2258 wurde ein Impfstoff
hergestellt. Mit der Toxoidvakzine wurden
Kiihe und Kaninchen nach den Vorschrif-
ten des DAB 10 immunisiert.

Die Null- und Antiseren der geimpften
Tiere wurden im entwickelten Zytotoxin-
hemmungstest untersucht.

Auflerdem standen Seren aus der offizi-
ellen Wirksamkeitspriifung sechs kommer-
zieller Clostridienvakzinen zur Verfiigung.

Die eingesetzten Zellen stammten von
den Linien RHKQI-BSMKSI@S. CHO-
K1, MDCK, 3T3 und EBL. Mit dem Ziel.
die sensitivste Zellinie zu finden, wurden
Zytotoxintests mit den o-Toxinen der An-
tigenproduktionsstimme durchgefiihrt.

Die Durchfiihrung des entwickelten
Zytotoxinhemmungstests erfolgte in
Flachbodenmikrotiterplatten (96 Kaviti-
ten). In Vorverdiinnungsplatten wurden
Titrationsstufen des zu priifenden Serums
zusammen mit o-Toxin-Losung eine Stun-
de inkubiert, um die Antigen-Antikorper-
bindung zu ermdglichen. Die inkubierten
Losungen wurden in Zellkultur-Mikroti-
terplatten iibertragen und Medium (MEM-
Mediun, versetzt mit 10% fotalem Kalber-
serum) sowie Zellsuspension (1,0x10° Zel-
len/ml) zugegeben.

Zuvor war in Zytotoxintests die Konzen-
tration der o-Toxinlosung austitriert wor-
den, so daB noch etwa 10% lebende Zellen
in einer Kavitiit nachgewiesen wurden.

Die zu priifenden Seren wurden eben-
falls in Zytotoxintests auf unspezifische

Wechselwirkungen (zytotoxischer oder
zellwachstumsfordernder Art) untersucht.
Auf jeder Platte wurde als Kontrolle
positives und negatives Laborreferenzse-
rum mitgefiihrt. Die Inkubation erfolgte
72 h bei 37° C in 5% CO,-Atmosphire.

Zur Auswertung der Testplatten wurden
die lebenden Zellen selektiv mit MTT, ei-
nem Tetrazoliumsalz, angefirbt und die
Extinktion in den Kavititen bei 570 nm
mittels eines ELISA-Readers photome-
trisch erfafit.

Der Antikorpertiter eines Serums wurde
in ,,serumneutralisierenden Einheiten (SNE/
ml)* angegeben. Es handelt sich dabei um
den reziproken Wert derjenigen Verdiin-
nungsstufe eines Serums, in welcher rech-
nerisch 50% der Zellen vital verbleiben.

Analog dazu wurden in den Zytotoxin-
tests ,,zytotoxische Einheiten (CE/ml)*
angegeben.

3 Ergebnisse

Die Antigenproduktionsstimme (C. septi-
cum Referenzstamm 547 und Feldstamm
Labor-Nr. 2258) wurden im Géttinger Bio-
reaktor bei verschiedenen pH-Werten in
Batchlidufen inkubiert. Die Ernte des Kul-
turiiberstandes erfolgte zum Ende der log-
arithmischen Phase des bakteriellen Wachs-
tums, die durch ein Minimum des Redox-
potentials gekennzeichnet ist. In vorange-
gangenen Versuchen hatte sich gezeigt, dafl
dieser Erntezeitpunkt sowohl mit einer ho-
hen Bakteriendichte, als auch mit einem
optimalen o-Toxintiter korreliert.

Die Gehalte an o-Toxin in den Uber-
stinden wurden in Zytotoxintests ermit-
telt. Die héchste Ausbeute an o-Toxin
wurde bei Inkubation mit pH 7,2 erzielt.

Weiterhin wurden o-Toxin-Ernten von
Batchldufen mit Ernten aus einer konti-
nuierlichen Kultur tiber einen Zeitraum
von 10 Tagen verglichen. Zu Beginn der
kontinuierlichen Kultur wurden #hnlich
hohe o-Toxintiter wie in der Batchkultur
nachgewiesen. Nach einem Tag verringer-
ten sich die Werte um 2/3 bis 1/2 des Aus-
gangstiters. In Voruntersuchungen war ein
Nachlassen der toxischen Aktivitit einer
reinen Toxinlésung ab etwa 24 h Inkuba-
tion bei Raumtemperatur (21° C) bzw. 37°
C gezeigt worden.

Nach der Vorreinigung der Kultur aus
der optimierten Batchkultur konnte o-To-
xin-haltiger Uberstand des Referenzstam-
mes 547 mit einem Toxintiter von 25.000
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CE/ml gewonnen werden. Im Kulturiiber-
stand des Feldstammes 2258 wurde ein
durchschnittlicher Titer von 6.000 CE/ml
ermittelt.

Im Zytotoxinhemmungstest mufite das
Toxin des Referenzstammes 547 1:8500
verdiinnt werden, das Toxin des Feldstam-
mes 2258 1:1000.

In Zytotoxintests mit verschiedenen Zel-
linien erwies sich die Zellinie BHK21-BSR/
PK5/88 aus Hamsternieren als die empfind-
lichste Linie gegen das o-Toxin sowohl des
Feld- als auch des Referenzstammes.

Eine Vorverdiinnung der Priif- und Kon-
trollseren von 1:16 schloB unspezifische
Wechselwirkungen aus.

In dem entwickelten Zytotoxinhem-
mungstest wurden zunéchst die Null- und
Antiseren von 22 Kiihen getestet. Die Tie-
rc waren mit Toxoidimpfstoff von Feld-
stamm 2258 geimpft worden. Als labor-
internes Referenzserum fiir alle folgenden
Tests wurde das Serum eines der mit dem-
selben Impfstoff immunisierten Kanin-
chen verwendet. Das Laborreferenzserum
zeigte im Test einen Titer von 350 SNE/
ml. Getestet wurde jeweils gegen das o-
Toxin des Antigenproduktionsstammes
2258 (Abb. 1).

Es wurden bis zu 5 Wiederholungen ei-
nes Tests durchgefiihrt; alle Ergebnisse
waren reproduzierbar. Die individuellen
Unterschiede waren stark ausgeprigt. Be-
ziiglich des Antikdrpergehaltes in den Se-
ren bzw. der Reaktion auf Vakzinierung
kristallisierten sich drei Varianten her-
aus:16 Kiihe (Gruppe 2 und 3), fast 2/3 der
Tiere, reagierten auf die Impfung mit einer
starken bis sehr starken Erhéhung des An-
tikorpertiters (100% und mehr). Von die-
sen Tieren zeigte die Hilfte (Gruppe 2) be-
reits vor der Impfung einen nachweisbaren
Antikorpertiter im Serum. In Seren von Tie-
ren aus Gruppe 3 wurden wenig bis keine
Antikorper im Nullserum nachgewiesen.
Tiere aus Gruppe 2 zeigten auch im Antise-
rum sehr hohe Titer von 1000-5500 SNE/
ml. In Antiseren aus Gruppe 3 fanden sich
geringere Titer bis etwa 500 SNE/ml.

Die tibrigen 6 Tiere (Gruppe 1) reagier-
ten nach der Impfung kaum oder gar nicht
mit einer Erhéhung des Antikorpertiters.

Die Seren aus der Wirksamkeitspriifung
sechs verschiedener Clostridienimmun-
priparate wurden sowohl gegen o-Toxin
des Impfstoffproduktionsstammes als
auch des Referenzstammes C. septicum
547 getestet (Abb. 2).
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Abbildung 1: Antikérpertiter in Null- und Antiseren von Kiihen, geimpft mit C. septicum
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Abbildung 2: Antikérper in Seren aus der Wirksamkeitspriifung kommerzieller Impfstoffe

Antikorper in den Testseren von VAC
1,2 und 4 waren in der Lage, das o-Toxin
beider eingesetzter Stimme C. septicum
zu neutralisieren. Fiir VAC 1 ergab sich
jeweils der hochste, fiir VAC 2 ein mittle-
rer und fiir VAC 4 ein niedriger Antikor-
perspiegel, unabhiingig vom eingesetzten
o-Toxin.

In den Testseren der Impfstoffe 3. 5 und
6 wurden keine Antiktrper gegen C. sep-
ticum 547 oder 2258 gefunden.

Bei VAC 3 handelte es sich um eine
monovalente C. chauvoei-Vakzine. So
entspricht der ermittelte Antikorpertiter
von 0 SNE/ml den Erwartungen.

4 Diskussion

Die ersten Ergebnisse, die mit dem neuen
Zytotoxinhemmungstest erarbeitet worden
sind, deuten darauf hin, da es sich um
eine Methode handelt, die sich durch Emp-
findlichkeit, Reproduzierbarkeit und ein-
fache Handhabbarkeit auszeichnet.

Bei der Optimierung der Produktions-
parameter im Bioreaktor wurde nicht in
kontinuierlicher Kultur inkubiert, da sich
iiber Zeitraume von ldnger als einem Tag
Toxinverluste ergaben. Moglicherweise

verursachen die Bedingungen der konti-
nuierlichen Kultur eine Anderung im
Stoffwechsel der Bakterien dahingehend,
dafl weniger o-Toxin produziert wird.
Oder aber der Anteil an aktivem o-Toxin
in der Gesamtbakteriensuspension und
damit in dem kontinuierlich geernteten
Anteil sinkt mit steigendem Alter der Kul-
tur.

Bei den Untersuchungen der hohertitri-
gen Kuhseren traten vergleichsweise hohe
Standardabweichungen auf. Dies hingt
mit dem Verdiinnungssystem in 1:2-
Schritten zusammen. In den kritischen
Bereichen sollten solche Seren in enge-
ren Verdiinnungsstufen gepriift werden.

Im Nullserum der mit Toxoidimpfstoff
von Feldstamm 2258 geimpften Kuh
Nr.13 wurde ein sehr hoher Antikorperti-
ter gefunden. Da es sich um einen Feld-
versuch handelte, ist zu vermuten, daf} das
Tier bereits vor der Impfung Kontakt mit
dem Antigen hatte. Dies wiire denkbar bei
einer vorangegangenen, nicht dokumen-
tierten Impfung oder einer unbemerkt ge-
bliebenen Infektion.

Nach einer weiteren Optimierung der in
vitro Methode erfolgt die Erarbeitung ei-
ner Standard Operating Procedure (SOP)
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fiir den Zytotoxinhemmungstest. Ebenso
wird ein Abgleich der ermittelten Werte,
angegeben in SNE/ml, mit dem interna-
tionalen Standardserum durchgefiihrt. Um
die Gleichwertigkeit der in vitro Methode
zu demonstrieren, ist des weiteren ein di-
rekter Vergleich zwischen dem Neutrali-
sationstest in der Maus und der Ersatzme-
thode geplant.

Die Untersuchungen werden im Rah-
men eines vom BMBF geforderten Pro-
jektes durchgefiihrt.
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Entwicklung und Privalidierung von
Alternativimethoden zur Wirksamkeitspriifung
von Clostridium perfringens-Impfstoffen

Elvira Ebert, Volker Oppling, Esther Werner und Klaus CuBler

Paul-Ehrlich-Institut, D- Langen

Zusammenfassung

Die Wirksambkeit von Clostridium (C.) perfringens-Impfstoffen wird
nach der Monographie 363 der Europdiischen Pharmakopée in einem
Tierversuch gepriift. Als Ersatz fiir die nach Arzneibuch geforderten
Méiuse-Neutralisations-Tests (MNT) fiir Clostridientoxine wurde ein
Capture-ELISA zum Nachweis von Betaantitoxin sowie ein Competi-
tive-ELISA zum Nachweis von Epsilonantitoxin entwickelt. Beide
Testsysteme arbeiten mit monoklonalen Antikorpern zur quantitativen
Bestimmung der zu iiberpriifenden Antitoxine.

Der Beta- und Epsilonantitoxingehalt von insgesamt 523
Proben wurde parallel zur Routinechargenkontrolle im MNT
mit den ELISA-Methoden gepriift. Beide ELISAs erwiesen sich
als sehr spezifische, reproduzierbare und geeignete Methoden,
um den geforderten MNT ersetzen zu kinnen. Im Rahmen einer
Pravalidierungsstudie wurde die Anwendbarkeit der Standard-
arbeitsanweisungen sowie die Ubertragbarkeit der ELISA-
Methoden in andere Laboratorien iiberpriifi. Die Studie konnte
die Eignung beider ELISAs als Ersatzmethoden zum MNT fiir
die Chargenpriifung von beta- und epsilontoxoidhaltigen
Veterindrimpfstoffen bestdtigen.

Summary: Development and prevalidation of alternative methods
for the potency testing of C. perfringens vaccines

The requirements for the quality control of C. perfringens
vaccines for veterinary use are described in the monograph 363
of the European Pharmacopoeia (Ph. Eur.). In the current used
potency test neutralising antibodies against C. perfringens beta-
and epsilontoxin are determined in a mouse neutralisation test
(MNT). Two ELISA methods were developed for the replacement
of the MNT. Both methods use monoclonal antibodies to determi-
ne the quantity of specific antibodies against beta toxin (Capture-
ELISA) and epsilon toxin (Competitive-ELISA) in vitro. In
parallel to the routine batch potency test in mice, the beta- and
epsilonantitoxin levels in 523 samples were estimated in the
ELISA procedures. A high specificity and a good reproducibility
are evident for both test systems. An interlaboratory prevalidati-
on study was carried out to evaluate the relevance and the
transferability of the ELISA procedures. It is concluded that both
ELISA systems seems to be suitable alternative methods for
assessing the potency of beta- and epsilontoxoid in batches of
vaccines for veterinary use.

Keywords: C. perfringens, potency testing, alternative methods, ELISA, prevalidation

1 Einleitung

Fiir die Wirksamkeitspriifung von C. per-
fringens beta- und epsilontoxoidhaltigen
Veterindrimpfstoffen ist in der Monogra-
phie ,.Clostridium perfringens vaccine for
veterinary use* der Européischen Pharma-
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kopoe (Ph. Eur.) ein zweigeteilter Tierver-
such vorgeschrieben. Zuniichst werden 10
Kaninchen mit dem zu priifenden Impf-
stoff immunisiert. Der Pool aus den ge-
wonnenen Kaninchenseren wird danach in
einem Méiuse-Neutralisations-Test (MNT)
auf seinen Gehalt an Antitoxinen unter-

sucht. Es ist davon auszugehen, dafB al-
lein fiir die Priifung der in Deutschland
zugelassenen Clostridien-Immunpriparate
mindestens 16.300 Miuse pro Jahr einge-
setzt werden (Weifier and Hechler, 1997).
Das Ziel der vorgestellten Untersuchun-
gen war es, den stark belastenden MNT
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