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Entwicklung von in vitro Methoden zur Wirksam-
keitsprifung von Clostridien-Impfstoffen
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Zusammenfassung

Die MDCK-Zelllinie stellt fiir Clostridium (C.)-perfringens-
Epsilontoxin und die VERO-Zelllinie fiir C. novyi-Typ B-
Alphatoxin ein sensitives und spezifisches Nachweissystem dar.
Mit diesen Zellen wurden Zellkulturassays zur quantitativen
Bestimmung sowohl von Antikdrpern gegen Epsilon- als auch
gegen Alphatoxin (Antitoxingehalt [IE/ml]) in Kaninchenseren
aufgebaut und die fiir eine reproduzierbare Durchfiihrung
notwendigen Parameter standardisiert. Die mit diesen Tests
erhaltenen Ergebnisse wurden mit den vom Hersteller angege-
benen Wertigkeiten verglichen und die Korrelationskoeffizien-
ten berechnet. Alle Korrelationen sind signifikant.

Die Verwendung von permanent wachsenden Zellen als
biologische Indikatoren zum Nachwels der Zytotoxizitdt eines
Toxin-Antiserumgemisches stellt eine migliche Alternative zur

Summary: Development of in vitro methods for the potency
testing of clostridial vaccines

Cell culture assays, using the MDCK cell line was confirmed as
being sensitive to the C. perfringens epsilon toxin and VERO
cell line to the C. novyi type B alpha toxin. Cell culture assays
using these cells were developed and the test conditions were
standardised. The antitoxin titres of rabbit antisera were
calculated and compared with those of the manufacturers. The
correlation coefficients between in vitro and in vivo method
were calculated and were significant.

The cell culture assay offers a valid in vitro alternative to the
animal experiments for the titration of sera generated in the
course of potency tests of clostridial vaccines.
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im Tierversuch dar und eignet sich somit

zur Wirksamkeitspriifung von Clostridien-Impfstoffen.

1 Einleitung

Die Hersteller biologischer Arzneimittel,
zu denen Impfstoffe und Immunseren ge-
horen, sind verpflichtet, fiir jede Produkt-
ionscharge neben der Unschédlichkeit auch
die Wirksamkeit nachzuweisen. Die dafiir
notwendigen Priifvorschriften sind im Eu-
ropiischen Arzneibuch (EP 1997) rechtlich
verankert (CuBler, 1995).
Veterindrmedizinische Clostridien-Impf-
stoffe, die zur Bekiimpfung einer Reihe von
Erkrankungen bei Rind, Schwein und Schaf
eingesetzt werden, sind zumeist Mehrkom-
ponenten-Toxoidimpfstoffe. Die Hauptbe-
standteile sind Clostridium (C.) perfrin-
gens-Typ B, Cund D, C. septicum, C. teta-
ni, C. chauvoei und C. novyi Typ B. Fiir
jede dieser Komponenten erfolgt die Qua-
lititskontrolle nach entsprechenden Mono-
grafien des EP (1997), die alle die Durch-
fihrung von Tierversuchen beinhalten. Die-
se Infektions- und Intoxikationsmodelle an
Miiusen oder Meerschweinchen, die star-
kes Leiden und schlief3lich den Tod von ca.
50% der Tiere verursachen, sind sowohl
unter tierschutzrechtlichen Aspekten als
auch hinsichtlich ihrer Aussagefihigkeit
und dem Entwicklungsstand geeigneter in
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vitro Methoden Kritisch zu hinterfragen
(WeiBler und Hechler, 1997). Als Alterna-
tivmethoden bieten sich sowohl Immuno-
als auch Zellkulturassays an.

Die Wertigkeit der C.-perfringens- und
C.-novyi-haltigen Impfstoffe wird mittels
der Menge der in Kaninchen gebildeten,
schiitzenden Antikorper gegen die Toxo-
ide (Antitoxingehalt) ermittelt, die dann
quantitativ in einem sich anschliefenden
Toxinneutralisationstest in Mausen (TNT)
bestimmt werden. Knight et al. (1990)
tiberpriiften erfolgreich die Anwendungs-
moglichkeit der Zellkulturtechnik fiir
Toxinneutralisationstests von C. perfrin-
gens, C. septicum und C. novyi, wihrend
Payne et al. (1994) einen Zytotoxizititstest
fiir das Epsilontoxin von C. perfringens
Typ D beschrieben. Kanoe et al (1998) ver-
wendeten primére Nierenzellen zum Nach-
weis der zytotoxischen Effekte von C. no-
vyi Typ A.

Ausgehend von diesen Arbeiten entwik-
kelten wir einen quantitativ auswertbaren
Zellkulturassay zur Bestimmung der An-
tikorpertiter gegen C. perfringens-Epsilon-
und C. novyi-Alphatoxin.

In Vorversuchen wurden geeignete Zel-
len fiir den Nachweis des zytotoxischen

line, C. perfringens epsilon toxin, C. novyi type B alpha toxin

Effektes von C. perfringens- Epsilontoxin
und C. novyi-Alphatoxin ausgewihlt. Da-
bei erwies sich die MDCK-Zelllinie als
empfindliches und spezifisches Nachweis-
system fiir das Epsilontoxin (Payne et al.,
1994; Borrmann et al., 1997; Shortt et al.,
2000), withrend VERO-Zellen spezifisch
auf das C. novyi-Alphatoxin reagierten
(Borrmann und Schulze, 1999).

Fiir den Aufbau eines Zellkulturassays
zur Bestimmung von Antikorpertitern in
Kaninchenseren waren folgende Aufgaben
zu losen:

P Aufbau eines Neutralisationstests zur
Bestimmung von Antikorpertitern (Anti-
toxingehalten) in Standard- und Priifseren,
Parameteroptimierung, Entwicklung eines
Auswerteprogramms

P Bestimmung der Korrelation zwischen
in vivo und in vitro Methode.

2 Material und Methoden

2.1 Toxin

B C. perfringens-Epsilontoxin: Partiell
gereinigtes Epsilontoxin, hergestellt im
Paul-Ehrlich-Institut (PEI), Langen

P C. novyi-Alphatoxin: Standardtoxin fiir
den C.novyi —Alphatoxin-Neutralisations-
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test in Méusen (Lot-Nr. 425), bereitge-
stellt von Dr. Hauer (Animal and Plant
Health Inspection Service, Center for Ve-
terinary Biologics, Ames, USA)

2.2 Zelllinien

» MDCK (Madin Darbin canine kidney)-
Zelllinie, ATTC Nr. CCl 34, kultiviert in
Eagle’s minimal essential Mediuwm mit Ear-
le-Salzen (MEM) supplementiert mit nicht-
essentiellen Aminosiuren (Sigma, BRD),
unter Zusatz von 10% fotalem Kiilberse-
rum (FKS), 2mM Glutamin und 50 pg/ml
Gentamycin, bei 37°C und 5% CO,.

P VERO (African Green Monkey Kidney),
ECACC Nr.: 84113001, kultiviert in MEM
(ICN Biomedicals, Inc., USA) unter Zu-
satz von 10% FKS, 2mM Glutamin und
50 ng/ml Gentamyecin, bei 37°C und 5%
Co,.

2.3 Seren

P Referenzseren

— 1. Internationaler Standard fiir C.-perf-
ringens-Epsilon-Antitoxin ,1954 (Cen-
tral Veterinary Laboratory Weybridge,
UK;jetzt National Institute for Biologi-
cal Standards and Control (NIBSC, UK))
—Anti-Clostridium-perfringens-Epsilon-
toxin (Laborstandardserum vom Kanin-
chen) vom 14.12.1994 (aEps1 b), herge-
stellt im PEIL Langen, 10 IE/ ml

— 3. Internationaler Standard fiir Gas-
Gangriin-Antitoxin (Cl.novyi), equine;
Code:OE, (NIBSC, UK)

— Anti-Clostridium-novyi-Alphatoxin
(Laborstandardserum vom Kaninchen) v.
23.4.1998, hergestellt im PEI, Langen, 6
IE/ml (bestimmt durch Wood K. R.,
Hoechst Roussel Vet, GB)

Die internationalen Standardseren wur-
den zur Bestimmung der Wertigkeit der
Laborstandardseren verwendet.

P Priifseren

— Die zur Bestimmung der Antitoxinge-
halte verwendeten Kaninchenseren ein-
schlieBlich der Angaben ihrer AntitoxXin-
gehalte wurden vom PEI im Rahmen ei-
nes gemeinsamen Projektes erhalten
(Ebert, 1998).

2.4 Zellkulturassay

Die Testdurchfiihrung erfolgte in 96-Ka-
vititen-Platten (Costar Europe Ltd., NL).
Zum Ansetzen der Toxinlésungen und der
log2-Verdiinnungsreihe der Antiseren ver-
wendeten wir das jeweilige Zellkulturme-
dium mit reduziertem Serumzusatz (5%
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FKS). Die log2-Verdiinnungsstufen des
jeweiligen Antiserums (Priif-, Negativ-
und Referenzserum) wurden nach vorge-
gebenem Priifschema in 96-Kavititen-
Platten (Verdiinnungsplatten) hergestellt.
Je 50ul der entsprechenden Antiserumver-
diinnungen wurden nach vorgegebener
Plattenbelegung in die Testplatte pipettiert,
dazu 50 pl Toxinlosung gegeben und lh
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 50 ul Zellsuspen-
sion. Die Zellsuspensionen gewannen wir
durch Abtrypsinieren der in Zell-
kulturflaschen konfluent gewachsenen
Zellen und Resuspendieren in den jewei-
ligen Medien. Als Zellkontrollen dienten
50 ul Zellsuspension in 100 ul Zellzucht-
medium (5% FKS) bzw. fiir die Toxin-
kontrolle 50 ul Toxinldsung in 50 ul Zell-
zuchtmedium und 50 pl Zellsuspension
pro Kavitit. Auf jeder Platte wurden ein
Antiserum (Dreifachbestimmung), eine
Negativkontrolle (Einfachbestimmung)
und das Referenzserum (Doppelbestim-
mung) titriert. Die Auswertung erfolgte
nach drei Tagen Kultivierung bei 37°C
und 5% CO, mikroskopisch und mittels
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Test
(Mossmann, 1983). Fiir die Messung der
Extinktion bei 550 nm verwendeten wir
einen ELISA-Reader (TECAN Deutsch-
land GmbH, BRD). Zur Berechnung der
relativen Wertigkeiten der Kaninchense-
ren in IE/ml aus den gemessenen Extink-
tionen wurde ein im BgVV entwickeltes
Programm (Borrmann et al., 1997) ein-
gesetzt.

2.5 Testparameter

Um eine reproduzierbare Durchfiihrung
der Neutralisationstests zu ermoglichen,

Tab. 1: Testparameter

mussten eine Reihe von Bedingungen in
Vorversuchen bestimmt und optimiert
werden. Diese Parameter sind in Tabelle
| aufgefiihrt.

3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Antikoérpertiter
von Priifseren mittels Zellkulturassay

3.1.1 C. perfringens-Epsilontoxin

Die Antikorpertiter (Antitoxingehalte) von
90 Kaninchenscren (cinschlicBlich Wieder-
holungen) wurden berechnet und die Kor-
relationen zu den von den Herstellern ange-
gebenen Wertigkeiten bestimmt. Der Kor-
relationskoeffizient betrug r= 0,6, p<0,01
(n=90), die Korrelation ist signifikant.
3.1.2 C. novyi-Alphatoxin

Hierbei wurden die Antikérpertiter von 69
Kaninchenseren (einschlieSlich Wieder-
holungen) berechnet. Aus der Korrelati-
onsstudie ergab sich ein Korrelationsko-
effizient von r=0,8, p<0,01 (n=69), die
Korrelation ist ebenfalls signifikant

3.2 Reproduzierbarkeit der
Zellkulturassays

Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit
des Zellkulturassays wurden die Stan-
dardabweichungen der Antikorpertiter in
IE/ml von mindestens drei Untersuchun-
gen berechnet. Der Inter-Assay-Variati-
onskoeffizient betriigt fiir die Epsilonbe-
stimmung durchschnittlich 11% (min.
1,7%; max. 27,8%), und fiir die Alphato-
xinbestimmung ergaben sich Inter-Assay-
Variationskoeffizienten von 5,7% (min.
0,6%; max. 15%). Der Intra-Assay-Varia-
tionskoeffizient beziiglich der Antikorper-
titer (IE/ml) wurde fiir ausgewéhlte Bei-
spiele berechnet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 2 aufgefiihrt.

C.perfringens-Epsilontoxin | C.novyi-Alphatoxin
Zellzahl/Kavitat 5x10° 1x10*
Alter der Zellen nach
Passage 4 Tage 4 Tage
Zellpassagen <140. Pa. 6.-100. Pa.
Toxinkonzentration 0,01 mg/ml "
Nachweis des
zytotoxischen Effektes MTT MTT
' Toxinkonzentration unbekannt, Originaltoxin von Dr. HaL;er wird 1:2000 verdunnt, verwendet.
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4 Diskussion

Zum Nachweis, ob eine Ersatzmethode ge-
eignet ist, die Wirksamkeit von Impfstoffen
zu bestimmen, miissen die Ergebnisse der
in vitro und in vivo Methode miteinander
verglichen werden. Dazu wird berechnet ,
in welchem Mal beide Methoden mitein-

Intra-Assay-VK von <10% und Inter-As-
say-VK zwischen 4 und 33%, vereinzelt
bis 50% angegeben (Ebert, 1998). Fiir im-
munchemische Methoden sind entspre-
chend dem Kommentar zum Kapitel ,.Im-
munchemische Methoden des Deutschen
Arzneibuches®, 10. Ausgabe (1996), Intra-
Assay-VK von <10% erlaubt.

n J X | Intra-Assay- VK
C. perfringens-Epsilontoxin ;
Laborsstandardantiserum 4 4 | 9,8 (min. 4,4; max. 14,1)
HV 17 3 3 14,4 (min. 12,0; max. 18,2)
C. novyi-Alphatoxin [
Laborstandardantiserum l 3 3 8,8 (min. 1,8; max. 15,3)
HV 17 ‘ 6 3 2,1 (min.1,0; max. 3,0)
n= Anzahl der Platten, x= Anzahl der Bestimmung / Platte

Tab.2: Intra-Assay-Variationskoeffizient berechnet fir Antikdrpertiter in IE/ml

ander korrelieren (Ebert, 1998). Der Tier-
versuch gilt dabei als der ,,goldene Standard™
und die Ersatzmethode sollte zu vergleich-
baren Aussagen fiihren, damit die Unbe-
denklichkeit und Wirksamkeit des Impfstof-
fes gewihrleistet bleibt (Schwanig, 1998).
Die mit dem Zellkulturassay bestimm-
ten Antikdrpertiter (IE/ml) der Priifseren
wurden mit dem im TNT erhaltenen Wert
verglichen und die Korrelationskoeffizien-
ten zwischen den Ergebnissen beider Ver-
fahren berechnet. Alle Korrelationen sind
signifikant. Die erhaltenen Korrelations-
koeffizienten zeigen, dass eine gute Uber-
einstimmung zwischen den Ergebnissen
des Zellkulturassays und des TNT besteht.
Ein Ma8 fiir die Reproduzierbarkeit ei-
nes Tests sind sowohl die berechneten
Standardabweichungen der Antitoxinge-
halte (Inter-Assay-Variationskoeffizient
(VK)) als auch der Intra-Assay-VK. Die
berechneten Standardabweichungen liegen
in der gleichen Grofenordnung wie die von
Knight et al. (1990) angegebenen Werte.
Sowohl der Inter-Assay-VK von < 20% als
auch der Intra-Assay-VK von <15% zeigt
die Bedeutung der Durchfiihrung des Zell-
tests unter standardisierten Bedingungen.
Dadie Berechnung der Antikorpertiter un-
ter Einbeziehung des auf jeder Platte mit-
gefiihrten Standardantiserums erfolgt, kon-
nen die von Platte zu Platte unterschiedli-
chen Wachstumsbedingungen vernachlis-
sigt werden. Fiir die zur Bestimmung von
C.-perfringens-Antikorpertitern in Kanin-
chenseren entwickelten ELISA wurden
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Die Anwendung von Zellkulturassays
zur Wirksamkeitspriifung von Impfstoffen
besitzt grofe Vorteile gegeniiber immuno-
logischen Methoden, da die biologische
Komponente beriicksichtigt wird. Die Ver-
wendung von permanent wachsenden Zel-
len als biologische Indikatoren zum Nach-
weis der Zytotoxizitdt eines Toxin-Anti-
serumgemisches stellt eine mogliche Al-
ternative zum Tierversuch dar und eignet
sich somit zur Wirksamkeitspriifung von
Clostridien-Impfstoffen.

In den von der Europidischen Arznei-
buchkommission iiberarbeiteten Monogra-
fien fiir Clostridien-Impfstoffen wird auf
die Verwendung geeigneter validierter Er-
satzmethoden hingewiesen, Zellkulturme-
thoden werden hierbei ausdriicklich er-
wihnt (European Pharmacopoeia 2001).
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