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Anwendung des 3R-Konzeptes bei der
Qualitatskontrolle eines Impfstoffes gegen
die Frtihsommermeningoenzephalitis (FSME®)
des Menschen
Susanne Schober-Bendixen
Fa. Immuno AG, A-Orth/Donau

Zusammenfassung
Es werden 3R relevante Maj3nahmen beschrieben, die in den
vergangenen 15 Jahren bei del' Qualitiitskontrolle von FSME-
Impfstoff beim Impfstoffhersteller durchgefiihrt wurden. Die
Gesamtzahl von 4.278 Versuchstieren konnte auf2.011 Ver-
suchstiere pro Impfstofflot reduziert werden. Das ergibt eine
Einsparung von 34.005 versuchstieren pro Jahr.
Wenn der noch ausstehende Anderungsantrag von den Zulas-
sungsbehorden genehmigt ist, wird diese Zahl auf961 Ver-
suchstiere pro Impfstofflot sinken. Das ergibt eine Einsparung
von 49.755 Versuchstieren pro 1ahr.
Fur einen neuentwickelten FSME-Impfstoff, del' 1997 im
derentralen Verfahren mit gegenseitiger Anerkennung in del'
europaischen Union eingereicht wird, sind in del' Qualitats-
kontrolle nul' mehr 531 Versuchstiere pro Impfstofflot vorgese-
hen, das entspricht 12,5 % der Ausgangszahl oder einer
Reduktion vonfast neunzig Prozent.
Dank der konsequenten Suche nacb Altenuuivmethoden und
des hohen Stellenwerts, der an die Validierung diesel' Metho-
den angelegt wurde, ist es gelungen, die nationalen Zulas-
sungsbehorden davon zu iiberzeugen, daj3 nur mehr absolut
notwendige Tierversuche in der Qualitiitskontrolle eines
Impfstoffes durchgefiihrt werden mussen.
Es wird auch in Zukunft nicht moglicli sein, bei del' Qualitdts-
kontrolle eines Impfstoffes ganz auf Tierversuche zu verzich-
ten, aber bei konsequenter Beriicksichtigung der 3 R kann
sowohl die Zahl del' Tiere minimiert, als aucli das Leiden del'
Versuchstiere moglichst gering gehalten werden. Das Ziel ist
also nicht nul' der komplette Ersatz eines Tierversuches,
sondern auch als erster Schritt die groj3tmogliche Reduktion
von Leiden fiir die nocn erforderlichen versuchstiere.

Summary: Application of the 3 R (refine, reduce, replace) in
the quality control of a human vaccine against Tick-borne-
encephalitis (TBE)
This report describes the various ways in which animal experi-
ments were replaced, reduced or refined by the manufacturer
in the quality control of the tick-borne encephalitis (TBE) vac-
cine over the pastfifteen years. The total number of test ani-
mals was reduced from 4.278 to 2.011 per vaccine lot. This in-
volves a reduction of 34.005 test animals per year.
fr a further planned change submitted to the regulatory autho-
rities is approved, the number of animals used will be further
reduced to 967 per vaccine lot. This will result in a total saving
of 49. 755 animals per year.
A newly developed TBE vaccine, which will be submitted to the
EC regulatory authorities in 1997, will involve even further re-
ductions in the number of test animals required for quality
control. Only 531 test animals will be required per lot for this
newly developed vaccine i. e. almost 90 % reduction compared
to the numbers required for the original vaccine.
It has been possible to convince the national regulatory autho-
rity that only a minimal amount of animal tests are essential
for the quality control of this vaccine. This has been made pos-
sible by the intensive search for replacement tests and by the
high standard of validation of these tests.
It will probably not be possible to totally eliminate animal tests
for vaccine quality control in the future. However, the vigorous
implementation of the 3 R's will certainly lead to a reduction
in the number of animals required and the reduction of animal
suffering. The aim of this policy must be seen not only as a re-
duction in the number of animals used, but primarily a reduc-
tion in suffering to the lowest possible levels for the animals
still required.

Keywords: human vaccine, quality control, animal reduction and replacement

dies bei pharmazeutischen Arzneimitteln
der Fall ist. Pharmazeutika konnen, nach-
dem sie ein Zulassungsverfahren durch-
laufen haben, direkt in Verkehr gebraeht
werden.

Dagegen unterliegen immunologisehe
Arzneimittel einer staatliehen Chargenpru-

fung, das heilst, aueh naeh del' Zulassung
muf jede in einem einheitliehen Herstel-
lungsgang hergestellte Produktionseharge,
bevor sie in den Handel abgegeben wer-
den darf, von einer staatliehen Kontroll-
behorde einen Freigabebeseheid erhalten.
Das Kontrollinstitut hat dabei die Mog-

1 Einleitung

Immllnologisehe Arzneimittel konnen
wegen der naturlichen biologischen Varia-
bilitat wahrend des Herstellungsprozesses
in der Regel nieht mit einer derart gleich-
mafsigen Konstanz hergestellt werden, wie
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lichkeit, die Prufungsergebnisse durch ei-
gene Untersuchungen nachzuvollziehen
oder auch die Qualitatsprufung durch eine
Inspektion beim Hersteller zu uherwachen.

Die Chargenkontrolle umfaBt zahlreiche
Priifungen zur Reinheit, Unschadlichkeit
und Wirksamkeit der Produkte. Diese An-
forderungen sind in der Regel in Prufvor-
schriften vorgegeben.

Zahlreiche Bestimmungen der nationa-
len (Osterreichisches Arzneimittelgesetz,

1996) und europaischen Arzneibuchmo-
nographien (Europaische Pharmakopoe,
1997), aber auch die WHO-Anforderun-
gen (1995) schreiben die Durchfuhrung
von Tierversuchen VOr. Bei Impfstoffen
kommt es zu besonders vielen Tiervcrsu-
chen in der Qualitatskontrolle, da zum Bei-
spiel die potcntielle Gefahr von Frerndvi-
fen, von nicht vollstandig inaktivierten
Viren oder anderen Verunreinigungen be-
steht,

Produktionsschema fUr Virusinokulum (Arbeitsvirus) und Hlihnerembryonalzellen

SPF·BABYMAUSE ~

Inkubation
Maushirnernte

Inokulation

SAA TVIRUS MH 11/83

VIRUSINOKULUM
(Arbeitsvirus)

Lagerung bei ::;·70 "C

Produktionsschema tur Antigen

VIRUSINOKULUM
(Arbeitsvirus)

I~

lnokulation

Produktionsschema fUr Bulk und Fertigprodukt

GEREINIGTE VIRUSERNTE

Abbildung 1: Produktionsschema des FSME-Impfstoffes
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Hier gibt es viele Ansatze, durch kon-
sequente Anwendung des 3 R-Konzeptes
(refine, reduce, replace) Versuchstiere ein-
zusparen:
1. Bei Testsystemen, die mit einem Stan-
dard verglichen werden, kann bei
gleichzeitigem Ansatz vieler Proben die
Anzahl der Standardtiere vermindert
werden.

2. Durch den Nachweis einer gleichfor-
migen konsistenten Herstellung (OMP,
good manufactoring practice) kann dar-
auf verzichtet werden, auf jeder einzel-
nen Stufe einen Test durchzufiihren. Ein
Test zum Nachweis der consistency des
Impfstofflots ist ausreichend.

3. Durch die Etablierung einer Alternativ-
methode kann ein Tierversuch teilwei-
se oder komplett ersetzt werdcn,

4. Ein durch die Zulassungsbehorde vor-
geschriebener Test kann, wenn er uber
Jahre kein positives Ergebnis gezeigt
hat, nach Ansuchen bei der Zulassungs-
behorde mit oder ohne Genehmigung
ersatzlos gestrichen werden.

Mit dieser Arbeit soli gezeigt werden, wie
und welche dieser Moglichkeiten bereits
verwirklicht wurden. Es ist unbestritten,
daB derTierschutzgedanke in der Industrie
einen hohen Stellenwert hat, aber auch
durch den wirtschaftlichen Nutzen ist zu-
satzlich ein hoher Anreiz zur Entwicklung
yon Alternativmethoden gegeben.

2 Ubersicht tiber die Zusammen-
setzung und die Produktionsschritte
yon FSME-IMMUN®

FSME-IMMUN® Inject ist ein inaktivier-
ter Virusimpfstoff zur aktiven Immunisie-
rung gegen Fruhsomrnermeningcenzepha-
litis (FSME).

1971 wurde eine Zusammenarbeit zur
Entwicklung einer kommerziell herge-
stell ten inaktivierten Vakzine gegen FSME
zwischen Christian Kunz vorn Virologi-
schen Institut in Wien und der Mikrobio-
logischen Forschungseinrichtung in Por-
ton Down, England begonnen. Das fur
diese Entwicklung und der daraus folgen-
den Herstellung des FSME-Impfstoffes
verwendete Virus (Stamm Neudorfl) wur-
de aus infizierten Zecken isoliert, auf HUh-
nerembryonalzellen kloniert und in Maus-
hirnpassagen vermehrt.

Die nach der letzten Passage vorliegen-
de Maushirnsuspension ist die Saatvirus-
kultur fur die Produktion des FSME-Impf-
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Tabelle 1: llbersfcht aller Oualltatskon-
trolltests, die Versuchstiere banotiqan
beziehungsweise benotigt haben.
Aile hellgrau unterlegten Testmethoden
mit Versuchstieren wurden bereits ein-
gespart.
Die dunkelgrau unterlegten Testmetho-
den sind bereits mit einer validierten AI·
ternativmethode bei den Zulassungsbe-
borden zur Anderung eingereicht.
*= nicht rechenbar, da seit 1983 tur aile
Impfstoffe verwendet, =; nur an einer AbfOIl-
charge

stoffes. Das Saatvirus wird in Fltissig-
Stickstoff gelagert.
Aus dem Saatvirus wird durch Passage

in Babymausen das Arbeitsvirus (Vi-
rusinokulum) hergestellt. Das Virusinoku-
lum wird zur Produktion einer Antigen-
charge auf Suspensionskulturen yon Huh-
nerembryonalzellen iiberimpft.
Nach einer Virusadsorptionsphase wer-

den die Zellen gewaschen und anschlie-
Bend zur Virusvermehrung in einem Kul-
turmedium inkubiert. Der virushaltige
Zelluberstand wird mit einer Durchlauf-
zentrifuge vom Zellsediment abgetrennt
und durch Zugabe yon Formaldehyd in-
aktiviert. Nach der Fallung nichtviraler
Proteine wird das FSME-Virusantigen mit
einer Ultrazentrifuge in einem Saccharo-
se-Dichtegradienten gereinigt (Heinz et
al., 1980; Kunz et al., 1980).
Ein Impfstofflot entsteht durch Poolung

mehrerer Antigenchargen. Dieser Pool
wird verdiinnt, mit Humanalbumin als Sta-
bilisator versetzt und sterilfiltriert. An-
schlieBendwird Merthiolat als Konservans
und Aluminiumhydroxid als Adjuvans
zugesetzt.
Del'Bulkimpfstoff wird vollautomatisch

unter streng aseptischen Bedingungen in
sterile Fertigspritzen abgefiillt und an-
schlieBend automatisch verpackt.
Die einzelnen Produktionsschritte, die

durch Qualitatskontrolltcsts beim Herstel-
ler geprutt werden mussen, sind als flow-
sheet in Abbildung 1 zusammengefaBt.
Die ersten klinischen Studien (Kunz et

al., 1976; Kunz, 1981; Kunz et aI., 1980)
ergaben eine hohe Wirksamkeit bei gerin-
gen Nebenwirkungen.
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Produktions·· Anzahl der durchschnittliche

stufe Testbezeichnung Versuchstierart
TiereNersuch Anzahl der

Tierellmpfstofflot

Saatvirus M. tuberculosis Meerschweinchen 5
MHII/83 Virustiter Mause 50 Probe n.r.'

50 Standard
Fremdvirentest Mause 10

Meerschweinchen 5

Virusinokulum Virustiter Mause 50 Probe 15·20 Probe
(Arbeitsvirus) 50 Standard 15-20 Standard

Huhner- Fremdvirentest Babvmause 10 150
embryonal- Mause 10 150
zellen Meerschweinchen 5 75

Kaninchen 5 75

lntektlose M. tuberculosis Meerschweinchen 5 75
Virusernte Virustiter Mause 50 Probe 750 Probe

50 Standard 750 Standard

Inaktivierte Freisein von FSME- 1·,~99...":,gVi',,,gu~c
Virusernte Viren: direkt

,.

nach Vermehrung

., ..... : .. 30

Pyrogentest Kaninchen 3 45

gereinigte Pyrogentest Kaninchen 3 45
Virusernte

Plain Pool Fremdvirentest: Babyrnausa 400 400
direkt
nach Vermehrung Mauss 30 30

Pyrogentest Kaninchen 3 3

Bulk Wirksamkeit Mauss 200 Probe 200 Probe
200 Standard 200 Standard
80 Virustitration 80 Virustitration

AbfOlicharge ldentitat Mause 10 80
Pyrogentest Kaninchen 3 21
Pyrogentest '* Kaninchen 3 3
Anomale Toxizitat Meerschweinchen 2 16

Mause 5 40

3 Ubersicht aller Qualitatskontroll-
tests, die Versuchstiere bendtigen oder
benotigt haben

Eine Ubersicht aller Qualitatskontrolltests,
die Versuchstiere benotigen oder benotigt
haben, findet sich in Tabelle 1.Aile in die-
ser Tabelle aufgefuhrten Zahlen beziehen
sich auf ein durchschnittliches Impfstoff-
lot aus 15 gereinigten Virusernten und 8
Abfiillchargen. Diese Tabelle enthalt auch
Testmethoden, die bereits durch validier-
te Alternativmethoden ersetzt wurden,
bzw. eine Testmethode, deren validierte
Ersatzmethode bei den osterreichischen
und deutschen Zulassungsbehorden zur
Genehmigung eingereicht ist. Ebenso sind
Testmethoden aufgefiihrt, die im neuen
Monographieentwurf von FSME-Impf-
stoffen nieht mehr verlangt werden (Phar-

meuropa, 1997). AIle in dieser Arbeit an-
gefiihrten Einsparungen beziehen sich auf
die durehschnittliche Jahresproduktion
yon 15 Impfstofflots.

3.1 Einsparungen yon Versuchstieren
in der Qualitatskontrolle durch
bereits validierte und etablierte
Alternativrnethoden

3.1.1 Identitat
Testmethode mit Versuchstieren
Bei zehn Mausen wird eine subkutane Im-
munisierung mit jeder Abfiillcharge
durchgefiihrt. Nach 21 Tagen werden
die Tiere entblutet und ein spezifischer
Nachweis auf Antikorper gegen FSME-
Virus gefiihrt (Hamagglutinationshemm-
test).
~ Belastung der Versuchstiere: gering
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Alternativtestmethode mit erheblicb
verminderter Zahl von versuchstieren
ELISA-Doppelsandwichsystem
Anti-FSME-Immunglobulin von Meer-
schweinchen wirdals "capture"-Antikorper
verwendet und ein Kaninchenserum als
.Detektor't-Antiserurn. Das Meerschwein-
chen-Irnmunglobulin und das Kaninchen-
serum sind seit 1984 im Einsatz.

Validieruns des ELISA-Systems
Der FSME-Identitatstest mittels ELISA ist
in der Lage, Vorverdunnungen des Ana-
lyten von 1:1,6 zu detektieren; die Nach-
weisgrenze fur den FSME-Identitatstest
mittels ELISA liegt bei einem Titer von
32.

Naeh der Validierung des Doppelsand-
wich-ELISA-Systems und del' Genehrni-
gung der osterreichischen und deutschen
Zulassungsbehorden konnte 1984 der Tier-
versuch gestrichen werden.

Fill' die benotigten Antiseren wurden 10
Kaninchen und 50 Meerschweinchen ver-
braucht.
~ Einsparung:

mindestens 1.200 Mause pro Jahr

3.1.2 Virustiterbestimmung
Dieser Test wird anjedem Virusinokulum
und jeder infektiosen Virusernte durchge-
ftihrt. Sowohl beim LDso-Test als auch
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beim Plaquetest wird ein Standard mitge-
fuhrt,

Testmethode mit vcrsuchstieren
LDjO-Test in erwachsenen Mausen

5 Gruppen von je 10 erwaehsenen Mau-
sen erhalten die verschiedenen Verdun-
nungen intraperitoneal verabreicht.

Die Tiere werden 21 Tage beobaehtet,
und am Ende der Beobachtungszeit wird
die 19 LDjO nach der Formel von Karber
(1931) berechnet.
~ Belastung der Versuchstiere: sehr hoch

Alternativtestmethode ohne Versuchstiere
Plaquetest auf porcine-stable-Zellen
(Wang Lee et al., 1958; Kanda Inoue and
Ogura, 1962; Russel et al., 1967; De Ma-
drid and Porterfield, 1969, 1974)

Die auf ihren Gehalt an FSME- Viren zu
priifenden Proben werden in Zehnerschrit-
ten verdiinnt und in Makroplatten mit
Monolayern von porcine-stable-Zellen
pipettiert und das Virus an den Zellen ad-
sorbiert. Nach Absaugen wird halbfestes
Medium zugesetzt und nach 4 Tagen wird
mit Kristallviolett gefarbt, und die Plaques
werden gezahlt und berechnet.

vulidierung des Plaquetests
Zum Vergleich der Testmethoden Plaque-
test und LDso-Test wurden 48 Wertepaare

Abbildung 2: Korrelation zwischen Pla-
quetest und LDsoTest
Ig LD5/ml = Logarithmus der letalen 00-
sis Hir 50 % pro ml.
Ig pfu/ml :: Logarithmus der plaque for-
ming units pro ml.
n = Anzahl der Ergebnisse

herangezogen. Anhand von Mehrfachbe-
stimmungen von Proben konnte die Pra-
zision der Testmethoden verglichen wer-
den. Es konnte gezeigt werden, daf die
Vergleichsprazision im Plaquetest mit
0,0396 deutlieh besser ist als im Tierver-
such (0,2762). Dies entsprieht durchaus
den Erwartungen, da im Tierversuch na-
turgernaf mit hoheren Schwankungen zu
rechnen ist als in der Zellkultur.

Der Methodenvergleich anhand der er-
miitelten Ergebnisse in beiden Testsyste-
men erfolgte mittels gewichteter Regres-
sionsanalyse (siehe Abbildung 2). Die
Korrelation zwischen Ig pfu/ml und
19 LDsiml betrug 0,86. Unter Berucksich-
tigung der Reliabilitat der beiden Metho-
den ergibt sich eine praktisch perfekte
Korrelation, d.h. daB die beiden Metho-
den im wesentlichen dasselbe messen.

Zusammenfassung der validierung
Der Plaquetest ergibt Anzahlen von infek-
tiosen Einheiten, die Plaques bilden, wah-
rend der LDso-Test jene Verdunnung be-
stimmt, bei del' 50% der Tiere uberleben.
Das heiBt, daB die beiden Verfahren of-
fensiehtlich dasselbe messen, aber ver-
schieden gut. Der Plaquetest hat durch-
wegs die besseren Testwerte, wobei ins-
besondere die Wiederholbarkeit (repeata-
bility) und Prazision des Plaquetests gun-
stiger zu beurteilen sind.

Nach Genehmigung durch die osterrei-
chisehen und deutschen Zulassungsbehor-
den konnte der Plaquetest den LD50-Test
in erwachsenen Mausen zur Bestimmung
des Virus titers ab November 1989 kom-
plett ersetzen.
~ Einsparung:

mindestens 20.000 Mause pro Jahr

3.1.3 Uberprufung der Hubner-
embryonaizellen (ProduktionszelIen)
auf Freisein von Fremdviren
Die Hlihnerembryonalzellen werden
l Woche inkubiert. Danach werden die
Zellen mikroskopisch beurtei It, geerntet,
gezahlt und auf die gewunschte Konzen-
tration eingestellt.

ALTEX 14, 3/97



--~~-----------------
~cc

Testmethode mit versuchstieren
Uberprufung del' Hiihnerembryonalzell-
kulturen in Tieren
10 Babyrnause, 10 erwachsene Mause,
S Meerschweinchen und S Kaninchen er-
halten 1 bzw. 2 Millionen Zellen intramus-
kular verabreicht. Die Tiere werden
21-30 Tage beobachtet, und 80% derTie-
re miissen bei voller Gesundheit uber-
leben.
~ Belastung derVersuchstiere: gering

Parallele Testmethode ohne
Versuchstiere
Test in befruchteten Hiihnereiern
2 Millionen Zellen werden in die Allan-
toishohle von zehn bebriiteten SPF-Hilh-
nereiern injiziert, die Uberlebensrate der
Huhnerernbryonen muB 80% betragen,
und del' Hamagglutinationstest muB nega-
tiv sein.

Validierung des Tests in befruchteten
Huhnereiern
Zur Bestimmung der Nachweisgrenze
wurde ein Spiking-Experiment mit dem
Virus del' klassischen Gefliigelpest (Influ-
enza A/FPV !Rostock/34/H7Nl) durchge-
fiihrt. Es konnten Virustiter von 0,5 EIDso
(Ei infektiose Dosis bei 50%) reproduzier-
bar nachgewiesen werden.

Der Nachweis von < 0,5 EIDso/O,5 ml
gelang nur in 4 von 5 Ansatzen.

Da jede Probe zusatzlich in Gewebekul-
turen drei verschiedener Spezies (Huhn,
Affe und Mensch) getestet wird und del'
Tiertest in zehn Jahren kein positives Er-
gebnis gezeigt hat und auch nie validiert
wurde, konnte nach Genehmigung der
ostcrreichischen und deutschen Zulas-
sungsbehorde der Tiertest ab 1990 abge-
schafft werden.
~ Einsparung

mindestens 2.200 Babymause pro Jahr
mindestens 2.200 Mause pro Jahr
mindestens 1.100 Kaninchen pro Jahr
mindestcns 1.100 Meerschweinchen
pro Jahr

3.1.4 Priifung auf Mycobacterium
tuberculosis
Testmethode mit Versuchstieren
5 Meerschweinchen erhalten die Probe
intraperitoneal verabreicht und werden
60 Tage beobachtet. Bei der Sektion darf
keine Tuberkuloseinlektion nachgewiesen
werden.
~ Belastung der Versuchstiere: gering
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Alternativtestmethode ohne Versuchstiere
Nahrmedienbeirnpfung
Jede Probe wird auf flussiges Middle-
brook-Medium und auf Lowenstein-Jen-
sen Schragagar beimpft und 42 Tage be-
briitet, und alJe Flaschchen und Rohrchen
werden makroskopisch auf Keimwachs-
tum untersucht.

Validierung der Nahrmedienbeimpfung
In allen gespikten Proben gelang ein ein-
deutiger Mykobakteriennachweis. Die
verwendeten Medien erwiesen sich als
gut geeignet, und es konnte eine Erfas-
sungsgrenze von zwei Keimen/O,5 ml In-
okulum erreicht werden. Im Tierversuch
wurden keine Spikingexperimente durch-
gefuhrt,

Da die Werte dieser Validierung den
Anforderungen der Europaischen Pharma-
kopoe entsprachen, wurde dieser Test nach
Genehmigung durch die osterreichischen
und deutschen Zulassungsbehorden ab
1993 durchgefiihrt.
~ Einsparung

mindestens 1.100 Meerschweinchen
pro Jahr

3.1.5 Pyrogentest
(auf der Stufe der gereinigten Virusernte)
Durch eine Anderung in der Lagerung die-
ses Zwischenproduktes (statt Lagerung der
rtickverdunnten Peak Pool- Konzentrate
bei +4 DC, Lagerung del' konzentrierten
Peak Pool-Konzentrate bei -20 DC) fallt
dieser Test weg.

Die Anderung der Lagerung dieses
Zwischenproduktes ist von allen Zulas-
sungsbehorden seit 1996 (Deutschland
seit 1997) genehmigt.
~ Einsparung:

mindestens 675 Kaninchen pro Jahr

3.1.6 Anomale Toxizitat
Testmethode mit Versuchstieren laut
Pharm. eur.
Nach intraperitonealer Applikation del'
Probe in zwei Meerschweinchen und
funf Mausen werden die Tiere eine Woche
lang beobachtet und am Anfang und
Ende des Tests abgewogen. Jedes Tier
mufl zunehmen und die Testdauer uber-
leben.
~ Belastung der Versuchstiere: gering

In einer umfangreichen Studie des Paul-
Ehrlich-Institutes wurde die Aussagekraft
dieses Tests auf anomale Toxizitat in Fra-
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Zeitraum 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996

Nageliere* 137.797 141.340 134.780 139.903 109.941 88.944 87.782

Kaninchen 17.950 16.126 15.360 14.707 13.177 11.268 9.942

Schimpansen" 6 23 23 17 30 15 48

Makaken** 3 5 3 4 17 6 6

Landwirtschafl- 55 55 39 54 56 52 44
liche Nutztiere"

Insges. 155.811 157.549 150.205 154.685 123.225 100.285 97.822
verwendete
Versuchstiere

Tabelle 2: Versuchstierbedarf fUr Forschung und Entwicklung und gesetzlich vorge-
schriebene Chargenpriifungen im Biomedizinischen Forschungszentrum, Orth/Donau,
der Firma Immuno AG.
* Maus, Meerschweinchen, Ratte.
** all diese Tiere stehen jahrelang im Versuch

ge gestellt. Fur Humanimpfstoffe wurde
der Test ab 1.1.1997 fur Impfstoffe gegen
Diphtherie, Tetanus und Keuchhusten ab-
geschafft (CuBler, 1996).

Fur eine Anderungsmeldung zur Ab-
schaffung dieses Tests wurden die Ergeb-
nisse (Rohdaten) aller Impfstofflots von
FSME yon 1995 beginnend zusarnmenge-
faBt und an aile Zulassungsbehorden der
Lander, in denen der lmpfstoff zugelas-
sen ist, weitergegeben. Kein Test war po-
sitiv, und zusatzlich wird die Reinheit des
FSME-Impfstoffantigens uber einen Ul-
trazentrifugationsgradienten nachgewie-
sen. Aile anderen Zusatzstoffe werden mit
analytischen Testmethoden nachgewiesen
und unterliegen strikten Freigabekriterien.
Ab Juni 1997 wird der Test nieht mehr
durchgefuhrt.
~ Einsparung: mindestens 240 Meer-

schweinchen pro Jahr
mindestens 600 Mause pro Jahr

3.1.7 Pyrogentest (auf der Stufe der
Abfiillchargen)
Testmethode mit Versuchstieren laut
Pharm. eur.
Nach intravenoser Injektion der Probe in
3 Kaninchen wird der Temperaturanstieg
der Tiere uber 3 Stunden bestimmt. Der
rnaximale Temperaturanstieg gilt als MaE
fur die Pyrogenitat einer Probe.
~ Belastung der Versuehstiere: gering

Da die Abfiillung des Endproduktes seit
langerer Zeit in einer sterilteehnisch opti-
mierten und vor allem geschlossenen Pro-
zelsanlage durchgefuhrt wird, erfolgt die
Abfiillung samtlicher Fertigspritzen (Ab-
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fiillchargen) aus demselben Behaltnis.
Daher ist es fur die Gewahrleistung der
Produktsicherheit ausreiehend, den Test
auf Pyrogenitat von nur einer Abfullchar-
ge durchzufiihren.

Diese Anderungsmeldung wurde eben-
falls an alle Zulassungsbehorden weiter-
geleitet.

Ab Juni 1997 wird der Test nur mehr an
einer Abfiilleharge durchgefuhrt.
~ Einsparung:

mindestens 300 Kaninchen pro Jahr

3.2 Validierte Alternativmethode,
deren Anderungsantrag bei den
Zulassungsbehorden aufliegt

3.2.1 Freisein von lebenden
FSME-Viren nach Inaktivierung
Testmethode mit versuchstieren
Test in Mausen und Babymausen
In 20 Babyrnause wird die Probe direkt
intraperitoneal und intracerebral injiziert,
und in 10 Babymause und 15 erwachsene
Mause werden Proben nach Vermehrung
in Gewebekulturzellen intraperitoneal und
intracerebral injiziert.

Die Beobachtungszeit betragt 21 Tage,
und falls ein Tier stirbt, rnuf eine Passage
durchgefiihrt werden (gleiche Durchfuh-
rung wie oben, Probe ist Gehirn und Le-
berhomogenisat der verstorbenen Maus).
~ Belastung der Versuchstiere: hoch

Alternativtestmethode ohne Versuchstiere
Zellkulturvermehrungssehritt mit an-
schlieBendem Plaquetest auf porcine-sta-
ble-Zellen

Die Proben werden mit Natriumbisulfit
neutralisiert und auf einer permanenten
(Vero) und einer primaren (chicken em-
bryo cells) Zellkultur inkubiert. Die Uber-
stande werden nach 10 Tagen im Plaque-
test (s iehe 3.1.2) auf lebende FSME-
Viren ausgetestet.

Validierung der Altemativmethode
Basierend auf folgender theoretisehen
Annahme kann die Nachweisgrenze rech-
nerisch ermittelt werden und zeigt direkte
Abhangigkeit vom Probenvolumen.
1. 1 pfu (plaque forming unit) ist ausrei-
chend, um die Zellkultur zu infizieren und
wahrend der Inkubationsperiode leicht
meBbare Virustiter zu erzeugen.
2. Die Anzahl pfu im Probenvolurnen be-
sitzt eine Poissonverteilung, Die Nach-
weisgrenze entspricht somitjener Konzen-
tration im Testmaterial, bei der mit
9S%iger Wahrscheinlichkeit im Proben-
volumen mindestens 1 pfu auftritt.

Die theoretische Annahrne wurde durch
das Validierungsexperiment bestatigt.

Zusammenfassung del' Validierung
1. Die Inkubation der Probe in der Gewe-
bekultur von 10 Tagen ist ausreichend,
um auch sehr niedrige Virustiter im Aus-
gangsmaterial detektieren zu konnen. In
Abhangigkeit vom Virustiter im Aus-
gangsmaterial wurden nach Gewebekul-
tur mindestens lOI pfu/ml (Virustiter im
Ausgangsmaterial < 0,07 pfu/ml) und
maximal 107 pfu/ml (Virustiter im Aus-
gangs material ~ 0,5 pfu/ml) erreicht.

2. Die Nachweisgrenze des Testsystems
ist abhangig vom Probenvolumen.
30 ml Probe sind erforderlieh, um
0,1 pfu/m I sicher und reproduzierbar
nachweisen zu konnen.

3. Die Testung der Gewebekulturuberstan-
de kann ohne Einschrankung der Nach-
weisgrenze nach Chargen gepoolt
durchgefuhrt werden.
Da das Testsystem in der Lage ist, mit

einern Probenvolumen von 30 ml rninde-
stens 0, 1 pfu/ml nachzuweisen, und das
empfindlichste Testsystem mit Tieren nur
40 pfu/ml nachweisen kann, ist das neue
'Iestsystem 400fach empfindlicher.

Die Anderungsmeldung wurde Ende
1996 an die osterreichischen und deutschen
Zulassungsbehorden zur Prufung weiterge-
leitet und wartet auf die Genehmigung.
~ Einsparung: mindestens 10.000 Baby-

rnause pro Jahr
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mindestens 7.000 erwaehsene Mause
proJahr

4 Diskussion

Der FSME- Impfstoff kam in Osterreich
1979 erstmals auf den Markt. Da es da-
mals keine Zulassung fur Impfstoffe in
Osterreich gab und jedes Lot nur ehargen-
weise freigegeben wurde, waren die An-
forderungen an die Qualitatskontrolle
beim Hersteller sehr hoeh. Eine Testme-
thode, die mit Versuehstieren durchgefuhrt
wurde, muBte zu dieser Zeit nieht validiert
werden. Es erforderte daher viel Muhe,
einen nieht validierten Tierversueh zu
streichen oder dureh eine validierte Alter-
nativmethode zu ersetzen, da es oft gar
keine Moglichkeit gibt, den Tierversuch
zu validieren. Zusatzlich erfordert jede
Testmethode, die neu etabliert werden soll,
oft hohe Ausrustungs- und Laborkosten,
verbunden mit vermehrtem Personalein-
satz.
Die Einhaltung des 3 R-Konzeptes war

immer oberstes Ziel in den Qualitatskon-
trollabors der Immuno AG. Jede Einspa-
rung von Tieren, die dureh Umstellung
einer Testmethode moglich wird, ist aueh
mit einem groSen wirtsehaftlichen Nutzen

Tabelle 3: Obersicht tiber bereits durch-
gefiihrte und geplante Einsparungen von
Versuchstieren in der Oualltatskontrolle
von FSME-Impfstoff. * = wenn die im Text
unter 3.2 srwahnta Anderungsanzeige von
den Zulassungsbeh6rden genehmigt ist.
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verbunden. Die benotigten Budgetmittel
fur die Entwicklung und Validierung ei-
ner neuen Testmethode konnten dadurch
gereehtfertigt werden. Da Tierversuche zu
den biologisehen Testsystemen zahlen, die
nicht immer mit der gleichen Prazision
arbeiten wie analytisehe Testmethoden, ist
es aueh im Sinne der Quatitatssicherung,
auf Tierversuehe zu verzichten.
Zum friihestmoglichen Zeitpunkt wur-

de der Tierversuch, der die hochste Bela-
stung fur die Versuchstiere brachte (Virus-
titerbestimmung mit LD
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), eingespart.

Inzwischen ist ein GroBteil der Tierver-
suche eingespart worden. Del' Pyrogentest
ist aber an mehreren Stufen der Produkti-
on unbedingt erforderlich, da der LAL-
Test nur Verunreinigungen von Gram-ne-
gativen Bakterien nachweisen kann, und
durch die Verwendung yon primaren HUh-
nerembryonalzellen kann es auch zu Ver-
unreinigungen mit Gram-positiven Bak-
terien kommen.
In Tabelle 2 ist eine Ubersicht iiberden

Versuehstierverbrauch fur Forschung und
Entwicklung und fur die gesetzlich vor-
gesehriebenen Chargentestungen von
1990-1996 im Biomedizinischen For-
schungszentrum in Orth/Donau darge-
stellt.

Die Ruckgange sind auf die konsequen-
te Einhaltung der 3 R, sowoh! in For-
schung und Entwicklung von Impfstoffen
und Genprodukten, als auch bei der Qua-
litatskontrolle der Impfstoffe und Blutpro-
dukte zuruckzufuhren.
Dureh die Erstzulassung des FSME-

Impfstoffes in Osterreich hat die osterrei-
chische Zulassungsbehorde die groBte
Erfahrung mit FSME-Impfstoffen. Ourch
enge Zusammenarbeit mit dem Verfasser
konnte aueh auf den Monographieentwurf
fur FSME-Impfstoffe EinfluB genommen
werden. In diesem Entwurf ist derTest auf
Freisein von lebenden FSME-Viren nach
Inaktivierung laut unserer Anderungsan-
zeige aufgenommen, obwoh! die Ande-
rungsanzeige fur den zugelassenen Impf-
stoff noeh nicht genehmigt ist. Da der
Impfstoff bei den verschiedenen nationa-
len Zulassungsbehorden (wie zum Bei-
spiel Osterreich, Deutschland, Schweiz,
Frankreich, Holland, Tschechien, Ungam,
Ukraine und die baltischen Staaten) regi-
striert ist, und das Qualitatskontrollpro-
gramm zu den Registrierungsunterlagen
gehort, muS fur jede grolsereTestanderung
eine Anderungsanzeige gemacht werden,
die melde- oder genehmigungspflichtig ist
und an aile nationalen Zulassungsbehor-

Gesamtanzahl der verwendeten Erparnis an Versuchstieren
Zeitraum Versuchstiere pro Jahr

pro pro 1.000
pro

Impfstofflot Dosen Testander- Gesamt
ung

bis 1984 4.278 9.5 0 0

ab 1984 4.198 9,3 1.200 1.200

ab 1989 2.658 5,9 23.100 24.300

ab 1990 2.208 4,9 6.750 31.050

ab 1993 2.133 4,7 1.125 32.175

ab 1996 2.088 4,6 675 32.850

ab 6/1997 2.011 4,5 1.155 34.005

ab Herbst 961 2,1 15.750 49.755
1997*

Ende 1998 531 1,2 6.450 56.205
fOr FSME-
ImmunCC
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den verschickt wird. Das ergibt oft Verzo-
gerungen, bis alle Ubersetzungen verfiig-
bar sind und weitergeleitet werden.

Da die Immuno AG 1997 den Antrag
auf Zulassung eines neuen FSME-Impf-
stoffes (FSME-IMMUN-CC®) im dezen-
tralen Verfahren mit gegenseitiger Aner-
kennung in der EU stellen wird, haben wi r
ein ncues Qualitatskonuollprograrnm er-
arbeitet, das nur mehr die, unserer Mei-
nung naeh, absolut notwendigen Tierver-
suche beinhaltet. In Tabelle 3 ist aueh eine
Ubersicht uber die Einsparung von Ver-
suchstieren fur den neuen FSME-Impf-
stoff gegeben.

Mit diesem neuen Kontrollprograrnm,
das auch die Fremdvirentestung am plain
pool (siehe Tabelle 1) dureh einen Zell-
kulturtest ersetzt, wurden pro Impfstoff-
lot nur mehr 531 Tiere verwendet werden.
Bei del' erwarteten Neuzulassung des
Impfstoffes (Mitte bis Ende 1998) wiirden
im Kontrollprogramm nur mehr fur den
Pyrogentest und den MauspotencytestTie-
re verwendet werden.

Da bei Impfstoffen der Nachweis der
Wirksamkeit im Menschen meist nur iiber
serologische Ergebnisse oder eine Stati-
stik erbraeht werden kann, und es bei
FSME ein gut validiertes und reproduzier-
bares Challengemodell gibt, ist dieses
auch in dem neuen Monographieentwurf
vorgeschrieben und essentieller Bestand-
teil der Freigabe.

Diesel' Qualitatskontrolltest ist der ein-
zige, dcr mit einer hohen Belastung fur die
(nicht geschutzten) Versuchstiere verbun-
den ist. Inzwischen wurde diese Testme-
thode dahingehend standardisiert, daf die
Tiere ofter kontrolliert und beim ersten
Anzeichen yon Krankheitssymptomen
(Einschrankung der allgemeinen Motorik)
schmerzlos getotet werden. Diese Ande-
rung hatte keineAuswirkung auf das Test-
ergebnis und bringt sicber eine wesentli-
che Reduktion der Belastung der Ver-
suchstiere.

Seit einigen Monaten wird die Virusti-
tration des Challengevirus zusatzlrch im
Plaquetest ausgetestet. Die ersten Ergeb-
nisse waren leider nicht so uberzeugend
wie erwartet, aber wir hoffen trotzdem. in
Zukunft die Virustitration in Mausen durch
einen Plaquetest ersetzen zu konnen.

Der Pyrogen test ist mit einer geringen
Belastung fur die Versuchstiere verbunden
und aus Sicherheitsgrunden zur Produkt-
freigabe unbedingt erforderlich.
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AbschlieBend soil noch einmal darauf
hingewiesen werden, daB ein Grol3teil del'
Tierversuche, die in Tabelle I auf'gezahlt
sind, yon der osterreichischen Zulassungs-
behorde bei den ersten Chargenfreigaben
(1979) verlangt wurde. Nur die Erfahrung,
dal3 del' seit iiber 15 Jahren in Osterreich
verkaufte Impfstoff (durchschnittlich
3-5 Millionen Irnpfdosen pro Jahr) so gut
vertraglich Lind sicher ist, und die hohe
Qualitat der eingereichten Alternativme-
thoden haben es errnoglicht, daB in dem
neuen Monographieentwurf so wenig Tier-
versuche gefordert sind.

Das Umdenken bezuglich Tierversuche
in del' Qualitatskontrolle yon Impfstoffen
Hil3t die Impfstoffhersteller fur kunftige
Neuzulassungen hoffen, daB nur mehr
absolut notwendige Tierversuche verlangt
werden. Auch die gegenseitige Anerken-
nung von Zulassungen in der EU ist dabei
eine groBe Hilfe.
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