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Bestimmung des Tetanus-Antitoxingehaltes in
humanen Immunglobulinen zur intravenosen
Anwendung und in Tetanus-Immunglobulinen
mittels Enzymimmuntest
Zur Einschrankung von Tierversuchen bei der
staatlichen Chargenprtifung

Christian Mainka und Manfred Haase
Paul-Ehrlich-Institut, Bundesamt fur Sera und Impfstoffe, D-Langen

Zusammenfassung

Das Europdische Arzneibuch (Pharmakopoe) schreibt
fur die P rufung auf Wirksamkeit von Tetanus- Immung 10-
bulin vom Menschen einen Versuch im Meerschweinchen
oder in der Maus vor. In der staatlichen Priifung dieser
Arzneimittel wurde gemiijJ Arzneibuchvorgabe verfahren
(Maus-Testi. Mit dem Ziel, den Bedarf an Versuchstieren
in der staatlichen Chargenpriifung von Immunglobulinen
einzuschrdnken, wurde von uns ein Bestimmungsverfah-
ren fiir antitoxische Tetanus-Antikorper, die Enzym-
immuntechnik (ELISA), erprobt. Insgesamt 51 Chargen
von 19 verschiedenen Immunglobulinprdparaten von 10
Herstellern wurden im ELISA im Rahmen der staatlichen
Chargen- und Zulassungsprufung untersucht. Fast alle
Tetanus-Immunglobuline erreichten bzw. iiberschritten
den in Deutschland empfohlenen Gehalt von 250 IE/ml,
der in denjeweiligen Zulassungsverfahren mit den
pharmazeutischen Unternehmern festgelegt worden ist.
Bei den normalen intravenosen Immunglobulinen
schwankte der Titer prdparateabhdngig stark, jedoch
iiberschreiten einige Priiparate ohne weiteres den im
Arzneibuch geforderten Gehalt von 50 IE/ml. Wegen der
sofortigen Bioverfiigbarkeit nach Applikation von
normalen intravenosen Immunglobulinen wird die Frage
des therapeutischen Nutzens des in ihnen enthaltenen
Tetanus-Antitoxins diskutiert, falls dieser vom Hersteller
deklariert wiirde. Die MejJergebnisse waren zuverliissig
reprodurierbar. Aufgrund der Befunde konnten friiher
praktizierte Tierversuche zur Wertbemessung von
Tetanus-Antitoxin weitgehend eingestellt werden.

Summary: Determination of tetanus antitoxin levels in
human immunoglobulins for intravenous use and in
tetanus immunoglobulins by enzyme linked immuno-
sorbent assay (ELISA)

The present European Pharmacopoeia monographfor
human tetanus immunoglobulin specifies that the estima-
te of potency has to be performed in guinea pigs or mice.
In the course of the state control of such products we
have so far used the potency test in mice. Aimed at a
reduction of the numbers of animals used for testing
tetanus potency of immunoglobulins in the course of
official batch release we have used the enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). 51 batches of 19 different
immunoglobulin preparations of 10manufacturers were
included. Almost all tetanus immunoglobulins contained
more than 250 I. U. of tetanus antitoxin per millilitre as
agreed with manufacturers during marketing authoriza-
tion negociations in Germany. Normal human immuno-
globulins for intravenous use had - depending on
individual products - lower and fluctuating tetanus
antitoxin titers. However, some of them fulfil the Ph.
Eur. monograph requirement of not less than 50 I.U./ml.
The question is raised whether such products could be
useful in treatment of persons with view to their imme-
diate bioavailibility, whenever the antitoxin titer is stated
in particular on the package inserts. Our titration results
were reliably reproducible. We have drawn the conclu-
sion that we can largely renounce at animal tests when
determining tetanus antitoxin potency in immuno-
globulins.

Keywords: tetanus antitoxin determination, human normal immunoglobulin, human tetanus immunoglobulin, ELISA
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Einleitung

Der staatlichen Priifung yon Immun-
globulinen werden die relevanten
Arzneibuch-Monographien zugrun-
degelegt. Die Anforderung des Euro-
paischen Arzneibuchs (European
Pharmacopoeia - Ph.Eur., 1991) an
die Herstellung und Priifung fur Te-
tanus-Immunglobulin vom Men-
schen entspricht der Monographie
.Jmmunglobulin vorn Menschen zur
intramuskularen Injektion", mit Aus-
nahme der Mindestzahl yon Spen-
dern und der spezifischen Vorschrif-
ten zur Priifung auf Wirksamkeit.
Die Anforderungen an die Herstel-
lung und Priifung fur "Normales
Immunglobulin vom Menschen zur
intravenosen Anwendung" sind im
Europaischen Arzneibuch gleichfalls
beschrieben.
Zwar schreibt das Europaische

Arzneibuch (European Pharmaco-
poeia, ] 991) weiterhin die Priifung
auf Wirksamkeit yon Tetanus-Im-
munglobulinen vom Menschen ge-
gen das Toxin yon Clostridium tetani
am Tier vor, jedoch wird yon uns der
Tierversuch bei der staatlichen Char-
gen- und Zulassungspriifung nur
noch stichprobenweise und in Zwei-
felsfallen durchgefiihrt; seit ] 992
war dies nieht mehr der Fall. Die
Griinde dafiir legen wir in dieser
Veroffentlichung dar.
Die Hersteller sind jedoch weiter-

hin gehalten, die Wirksamkeit des
Tetanus- Immunglobulin- Endproduk-
tes im Tierversuch zu bestimmen.
Dabei wird die zum Schutz yon
Meerschweinchen oder Mausen ge-
gen die paralysierende bzw. todliche
Wirkung einer bestimmten Menge
Toxins notwendige Minimaldosis
mit der erforderlichen Dosis eines
Standard- Tetanus-Antitoxins vergli-
chen, das bei den Versuchstieren
einen Schutz garantiert (European
Pharmacopoeia, 1991). Zur Routine-
untersuchung yon Spenderseren und
fur Inprozess-Kontrollen setzen auch
die Hersteller yon Tetanus-Immun-
globulinen in del' Regel geeignete in
vitro Testverfahren ein. Auch an
normalen Immunglobulinzubereitun-
gen werden haufig Tetanus-Antito-
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xinbestimmungen durchgefiihrt, weil
das Europaische Arzneibuch vor-
schreibt, daB mindestens ein bakteri-
eller Antikorper, fur den ein Interna-
tionaler Standard verfiigbar ist, in
zehnfacher Konzentration wie irn
Ausgangsmaterial fiir intramuskulare
Immunglobuline und in dreifacher
Konzentration wie im Ausgangsma-
terial fur intravenose Immunglobuli-
ne vorhanden sein mull. Bei der
Auswahl der Antikorperbestimmung
kann der Hersteller jedoch einen
bakteriellen Antikorper seiner Wahl
titrieren, es muB nicht Tetanus-Anti-
toxin sein.
Im Paul-Ehrlich-Institut ist in den

vergangenen Jahren intensiv nach
Alternativmethoden zum Ersatz des
Tierversuchs zur Priifung auf Wirk-
samkeit yon Irnmunglobulinen gegen
Tetanus-Toxin geforscht worden.
Bei diesen langjahrigen Untersu-
chungen ergab sich seit einiger Zeit
eine eindeutige Praferenz fiir die
Enzyrnimmuntechnik. Die Bestim-
mung antitoxischer Tetanus-Antikor-
per mittels Enzymimmuntechnik auf
Mikrotiterplatten weist gegeniiber
del' Wirksamkeitspriifung am Tier
mehrere Vorteile auf:
• Versuchstiere werden nicht beno-
tigt,

• die Versuchsdauer ist kiirzer,
eine gute Standardisierbarkeit ist
nachgewiesen (Henne et al., 1983;
Pietsch und Pietsch, 1989; Schro-
der und Kuhlmann, 1990; Werner
et aI., 1983).
Die nachfolgend vorgestellten Te-

tanus-Antikorperbestimmungen wur-
den im Rahmen del' staatlichen Char-
gen- und Zulassungspriifung yon
normalem intravenosen Immunglo-
bulin und Tetanus-Immunglobulin
fur die Anwendung am Menschen
durchgefiihrt. Aufgrund del' dabei
gewonnenen Ergebnisse wird zusatz-
lich auch die Problematik diskutiert,
welchen Stellenwert die Behandlung
mit normalen, intravenos zu verab-
reichenden Immunglobulinen bei der
Prophylaxe und Therapie yon Teta-
nusinfektionen beim Menschen ha-
ben kann (Buchwald, 1988; Eckhardt
et al., 1989). Eine vergleichbare Un-
tersuchungsreihe unseres Hauses in

den 80er Jahren (Haase und Mengel,
1983) wurde noch mittels passivem
Mauseschutzversuch mit del' L+110-
Methode gemali Ph. Eur. durchge-
fiihrt.

Material und Methoden

Intravenose Immunglobuline und
Tetanus- Irnmunglobuline

Die yon uns untersuchten, in del'
Bundesrepublik Deutschland zuge-
lassenen oder zur Zulassung gestell-
ten Immunglobuline sind in Tabelle
1 zusammengestellt.
Bei del' spateren tabellarischen

Darstellung del' Ergebnisse und de-
ren Besprechung sind die Hersteller-
und Praparatenamen in verschliissel-
ter Form durch Buchstaben und Zah-
len ersetzt.
Die Antikorperbestimmung im

ELISA erfolgte durch wiederholte
Titration einzelner Chargen (3-6
malige Wiederholung) eines Prapa-
rates; yon einem Teil del' Praparate
wurden mehrere Chargen untersucht.
Die Ergebnisse der Tierversuche
sind den Herstellerprotokollen ent-
nommen.

Enzymimmuntest zur Messung yon
Tetanus- Anti toxin

Zur Durchfiihrung des Enzym-
immuntests wurden Standard-Mikro-
titerplatten des Typs M 29 A der
Firma Dynatech (D-Denkendorf)
eingesetzt. Fur die Antigenbeschich-
tung wurde Tetanustoxoid (Fluid-
Impfstoff ohne Adjuvans zur Spen-
derimmunisierung) der Behringwer-
ke AG (D-Marburg) in einer Kon-
zentration yon 0, 1 ug/rnl (0,36 Lfl
ml) in 0,06M Karbonatpuffer (pH
9,6) verwendet und nach Beschik-
kung yon 100 III je Reaktionsnapf-
chen zwei Stunden bei 37°C inku-
biert. Dieser Impfstoff war als einzi-
ger ohne Adjuvanszusatz in Deutsch-
land erhaltlich; er hat sich in Vorver-
suchen als besonders geeignet erwie-
sen und war yon del' Firma freundli-
cherweise ftir diesen Zweck zur Ver-
fiigung gestellt worden. Als Wasch-
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Tabelle 1: Zusammenstellung der untersuchten intravenosen Immunglobuline (IVIG) und Tetanus-Immunglobuline
(TIG) vom Menschen

Hersteller Praparat Chargenbezeichnung Protein (g/l) It. Hersteller

Armour Pharma GmbH, Eschwege Purimmun (IVIG) (1) 125190 50
(2) 150190
(3) 2290

Baxter Deutschland GmbH, Munchen Gammagard (IVIG) (1) 90A29AG12 50
(2) 90E07AG11

Behringwerke AG, Marburg Venimmun (IVIG) (1) 131011 50
(2) 134011
(3) 137011
(4) 144021

Gamma-Venin (IVIG) (1) 728011 50
(2) 733011
(3) 736011

Tetagam S (TIG) (1) 044011 100-170
(2) 045011

Biotest Pharma GmbH, Oreieich Biseko' (1) 1206050 50
Intraglobin (IVIG) (1) 1403030 50
Intraglobin F (IVIG) (1) 1412010 50

(2) 1411060
Pentaglobin (IVIG) (1) 1467040 50

(2) 1463080
(3) 1462070

Blutspendedienst d. ORK, Hagen Immunglobulin(7S) (1) 80386 50
human i.v. (IVIG) (2) 80391

(3) 80393
(4) 80403

Immuno GmbH, Heidelberg Endobulin (IVIG) (1) 240259003 50
(2) 240729007

Tetanobulin (TIG) (1) 13019001/03 100-170
(2) 13118806
(3) 13178912
(4) 13058905/02
(5) 13218810/2
(6) 13108805

Institut Merieux GmbH, Leimen Tetaglobulin (TIG) (1) 4620-01153 100-170
(2) 4590-00835
(3) 4690-E0667L
(4) 4690-E0667H
(5) 4500-C1016

Sandoz AG, Nurnberq Sandoglobulin (IVIG) (1) 01001 60
(2) 02001

Schweiz. Serum- & Impfinstitut, Bern Globuman Berna (IVIG) (1) 1113301 04 50

Troponwerke GmbH & Co. KG, K61n Polyglobin N (IVIG) (1) 0330290 50
(2) 0410490
(3) 0510790
(4) 0420590

Psomaglobin N (IVIG) (1) 0011289 50
(2) 0021289
(3) 0070690

Hyper-Tet (TIG) (1) 0120189 100-170

Wellcopharm GmbH, Burgwedel WellcoTIG (TIG) (1) 4620-01153 100-170
(2) 471 0-E0944

•Serumkonserve
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und Verdunnungslosung wurde PBS
(pH 7,2) mit 0,05% Tween 20 einge-
setzt. Die Inkubationsli:isung in der
Miktrotitrationsplatte wurde ausge-
schiittet, dfmach zweimal gewaschen
und auf Zellstoff abgeklopft. WO f.11

der Immunglobulin- und Referenz-
Standardverdiinnungsreihe von 1:20
bis 1:1280 wurden danach in die
Reaktionsnapfchen einpipettiert und
eine Stunde in einer feuchten Kam-
mer bei 37°C inkubiert. Nach diesem
Schritt wurde dreimal mit Waschpuf-
fer gewaschen.
Als Referenzstandard wurde eine

Mischung mehrerer Chargen des
Behring-Praparats Tetagam einge-
setzt, das zu einem friiheren Zeit-
punkt mehrfach im Toxinneutralisa-

tionstest gemafs der oben bezeichne-
ten Europaischen Arzneibuchmono-
graphie-Methode gegen den Interna-
tionalen Standard ausgewertet wurde
und 250 LE.lml Tetanus-Antitoxin
emhalt.
Die an die Festphasen gebundenen

Antigen-Antikorper-Komplexe wur-
den mit 100 ul einer 1: 1000 Verdiin-
nung des Antihuman-Alkalische
Phosphatase Konjugats von der Zie-
ge (Best.-Nr. 3150, Sigma Chemie
GmbH, D-Deisenhofen) beschickt.
Die Reaktionszeit betrug eine Stunde
in der feuchten Kammer bei 37°C.
Auch nach diesem Reaktionsschritt
wurde dreimal gewaschen, dann
wurde das Substrat p-Nitrophenyl
Phosphat (Best.-Nr. 9389, Sigma

Chemie GmbH, D-Deisenhofen) zur
Farbentwicklung beigegeben. Die
Reaktion wurde mit 100 f.1l1NNaOH
gestoppt, wenn fiir die am starksten
gefarbten Proben eine Absorption
von 0,8 bis 1,0 gemessen wurde. Fiir
die Messung der optischen Dichten
bei 410 nm wurde ein Photometer fur
Mikrotiterplatten des Typs Dynatech
MR 600 eingesetzt. Die Auswertung
erfolgte graphisch mit Hilfe einer
Eichkurve.

Ergebnisse

Antikorper gegen Tetanustoxin wa-
ren in allen kommerziellen Immun-
globulinen zur intravenosen Anwen-

Tabel/e 2: Spezifische Antiki:irper gegen das Toxin von Ct. tetani in nandelsublichen intravenosen lrnmunqlobulinprapa-
raten vom Menschen

Produktsymbol Titration Nr. Mittelwert Variations-
Tetanus-Antitoxingehalt in I.E: koeffizient
1 2 3 4 5

AalVIG (1) 40.80 58.90 95.50 65.07 0,428
AalVIG (2) 50.80 66.10 73.20 63.37 0,181
AalVIG (3) 50.03 82.85 80.64 47.56 65.27 0,291
BalVIG (1) 79.20 85.20 89.20 84.53 0,059
BalVIG (2) 46.25 60.05 31.97 52.04 47.58 0,249
CalVIG (1) 15.17 23.52 19.26 19.32 0,216
CalVIG (2) 21.10 27.90 26.30 25.10 0,142
CalVIG (3) 24.60 37.90 21.50 28.00 0,311
CalVIG (4) 16.46 21.71 38.31 15.41 21.89 22.75 0,404
CblVIG (1) 6.42 6.98 8.80 7.40 0,168
CblVIG (2) 11.61 7.28 6.91 8.34 14.26 9.68 0,326
CblVIG (3) 8.44 6.71 7.19 3.71 6.51 0,308
DalVIG (1) 10.82 5.65 6.71 4.84 4.07 6.42 0,413
DblVIG (1) 14.90 22.00 6.10 14.33 0,556
DclVIG (1) 17.59 10.22 12.98 13.59 0,274
DclVIG (2) 18.54 19.73 14.93 12.01 16.30 0,216
DdlVIG (1) 5.70 6.30 4.80 5.60 0,135
DdlVIG (2) 5.88 3.72 3.07 4.96 4.41 0,285
DdlVIG (3) 2.34 8.47 5.06 4.55 5.10 0,496
EalVIG (1) 15.71 21.52 12.53 16.53 0,275
EalVIG (2) 19.91 24.12 16.65 20.22 0,185
EalVIG (3) 16.30 34.50 26.80 25.87 0,353
EalVIG (4) 14.74 20.83 17.80 14.37 16.81 0,174
FalVIG (1) 30.85 25.38 25.00 27.22 0,121
FalVIG (2) 28.85 42.61 35.63 25.55 33.16 0,228
HalVIG (1) 38.75 52.46 19.02 22.80 33 ..25 0,463
HalVIG (2) 24.60 42.50 53.40 40.17 0,362
lalVIG (1) 15.97 28.33 35.92 22.60 25.70 0,330
JalVIG (1) 55.83 49.51 56.11 53.82 0,069
JalVIG (2) 57.60 65.70 54.80 59.37 0,095
JalVIG (3) 37.13 63.71 60.73 59.98 54.90 55.29 0,192
JalVIG (4) 60.09 70.02 43.02 37.72 52.71 0,284
JblVIG (1) 53.74 61.59 65.77 60.36 0,101
JblVIG (2) 55.55 42.72 42.85 47.04 0,157
JblVIG (3) 68.09 67.81 48.96 36.85 55.42 0,276
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Tabelle 3: Spezifisehe Antikorper gegen das Toxin von Ct. tetani in handelsublichen intrarnuskularen Tetanus-Immun-
qlobullnpraparaten vom Mensehen

Produktsymbol Titration Nr. Mittelwert Variations- Tierversuch
Tetanus-Antitoxingehalt in I.E/ml: koeffizient IE/ml
1 2 3
4 5 6

CeTIG (1) 233.18 291.92 298.31
295.46 279.71 0,111 270

CeTIG (2) 306.84 287,93 278.40
332.86 321.69 319.12 307.80 0,068 270

FbTIG (1) 348.10 401.40 370.60 373.70 0,072 310
FbTIG (2) 195.49 319.16 241.26

337.95 273.47 0,244 280
FbTIG (3) 252.00 333.10 304.80 296.63 0,139 290
FbTIG (4) 227.43 377.44 283.67

253.05 285.40 0,229 250
FbTIG (5) 431.97 395.41 294.04

337.73 411.87 332.32 367.22 0,146 300
FbTIG (6) 347.57 280.45 276.65

363.22 306.55 297.21 311.94 0,114 280
GaTIG (1) 322.88 412.92 206.99 314.26 0,328 300
GaTIG (2) 391.30 559.30 497.50 482.70 0,176 296
GaTIG (3) 265.34 247.40 470.30

314.34 198.00 299.07 0,349 282
GaTIG (4) 194.09 296.66 231.75

342.52 337.84 280.56 0,234 282
GaTIG (5) 355.22 289.00 325.05

338.95 242.26 313.36 310.64 0,130 304
JeTIG (1) 197.51 268.64 190.33

239.71 307.67 164.70 228.09 0,236 300
KaTIG (1) 178.83 195.66 148.18

191.00 198.94 173.82 181.07 0,104 300
KaTIG (2) 207.45 185.31 189.53

215.87 164.94 156.97 186.67 0,123 303

dung in unterschiedlichen Konzen-
trationen nachweisbar.
In Tabelle 2 sind die Antikorperti-

ter in I.E. fur die einzelnen Arznei-
mittelchargen aus drei bis funf Aus-
wertungen aufgezeichnet und daraus
die Mittelwerte mit Variationskoeffi-
zient berechnet. Die GroBbuchstaben
A,B,C,D,E,F,H,I und J stehen fur
den Hersteller, die Kleinbuchstaben
a-d fiir das Produkt, IVIG bedeutet
intravenoses Immunglobulin, die
Zahl 1-4 in Klammern steht fur die
fortlaufende Numerierung der unter-
suchten Chargen des jeweiligen Pra-
parates.
Die MeBwerte fur Antikorper ge-

gen Tetanustoxin in I.E. in kornmer-
ziellen Tetanus-Immunglobulinen
sind in der Tabelle 3 aufgelistet. Die
GroBbuchstaben C,F,G,J und K ste-
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hen fur den Hersteller, die Klein-
buchstaben a-b fur das Praparat, TIG
fur Tetanus- Immunglobulin, die
Zahlen 1-4 in Klammern fur die
fortlaufende Numerierung der unter-
such ten Chargen des jeweiligen Pra-
parates. Die letzte Spalte der Tabelle
enthalt zum Vergleich die MeBwerte
des Maus-Neutralisationstests, ent-
nommen aus den Chargenbegleit-
scheinen der Hersteller. Ein exakter
statistischer Vergleich war an dieser
Stelle nicht moglich, weil die von
den Herstellern prasentierten Tier-
versuchsergebnisse lediglich als Ein-
zelergebnisse ohne Angabe der
95%igen Vertrauensbereiche vorla-
gen. ledoch ergab eine Schatzung
der 95%igen Vertrauensbereiche des
Mittelwertes des Tetanus-Antitoxin-
gehaltes der einzelnen Immunglobu-

line im ELISA eme Ubereinstim-
mung dieser Vertrauensbereiche mit
den Werten der Tierversuche, aufser
bei den drei letzten in der Tabelle 3
genannten Chargen.

Diskussion

Die Prufung auf Wirksamkeit von
Tetanus-Immunglobulin vom Men-
schen durch den Hersteller muf im-
mer noch aufgrund der Arzneibuch-
vorschrift (European Pharmaco-
poeia, 1991) im Versuchstier erfol-
gen. Hierzu wurde bereits ernsthaft
iiber Ersatzmethoden nachgedacht.
Ein entsprechender Abanderungs-
vorschlag wurde kurzlich veroffent-
licht (Europaisches Pharmacopoeia
Forum, luni 1994), ohne daB eine
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spezifische Empfehlung eines Test-
sytems aufgenommen wurde; jedoch
erfolgte der Vorschlag eines Im-
munoassays .Jiinreichender Sensiti-
vitat und Spezifitat", SoIche
Immunoassays sind im Kapitel
V .2.1.1 0 .Jmmunchemische Metho-
den" des Arzneibuchs angegeben.
Kurzlich wurde yom Council of

Europe und der Weltgesundheitsor-
ganisation ein internationaler Ring-
versuch zur Einstellung eines Inter-
nationalen und Europaischen Stan-
dards "Human Tetanus Immunoglo-
bulin BRP" durchgefiihrt (Sesardic et
aI., 1993). Dieser Ringversuch diente
nicht ausschlieBlich der Wertbemes-
sung und Einstellung des vorgesehe-
nen Standards, sondern auch der
Beurteilung yon in vitro Verfahren
als Alternativmethoden zum in vivo
Bioassay. Die Autoren kamen zu der
SchluBfolgerung, daf die Gehaltsbe-
stimmung im ELISA vergleichbare
Ergebnisse zum Tierversuch liefert.
Besonders im Hinbliek auf die

Bestimmung des Tetanus-Antikor-
pergehaltes yon spezifisehen Teta-
nus-Immunglobulinen, die einen ho-
hen Gehalt an Antitoxin aufweisen,
liefert der ELISA nach unseren Er-
kenntnissen zuverlassige Vergleichs-
daten. In unseren ELISA Untersu-
chungen lagen die spezifischen Teta-
nus-Immunglobuline im MeBbereich
yon ca. 180-480 LE.lml. Nur 2
Praparate mit 3 Chargen (JcTIG1,
KaTIG 1+2) erreichten in unserem
ELISA System nieht 250 LE.lml,
wie im Zulassungsverfahren in
Deutschland festgelegt ist. In diesen
Fallen erfolgte die ELISA Wertbe-
messung am Laufzeitende, sodaf der
aufgezeigte Titerabfall dafur ursach-
lich sein durfte. Die Freigabe dieser
Chargen erfolgte aufgrund der mit
dem Chargenbegleitschein vorgeleg-
ten Ergebnisse im Tierversueh (iiber
250 I.E.lml), wie dies aueh bei allen
anderen Tetanus- Immunglobulinen
der Fall ist, solange die Monographie
fur diese Arzneimittel nieht geandert
ist. 13 andere untersuchte Chargen
von 3 Praparaten lagen uber der
vorher erwahnten Schwelle yon 250
I.E.lml; viele iibertrafen diesen Wert
wesentlieh (s. Tabelle 3). Zum Ver-
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gleieh sei erwahnt, daB das Euro-
paische Arzneibuch (European Phar-
macopoeia, 1991) derzeit mindestens
50 LE.lml vorsieht; naeh dem oben
genannten Revisionsentwurf soIl
der Gehalt zukunftig 100 LE. Teta-
nus-Antitoxin je Milliliter betragen.
Die von der Arzneibuchforderung
abweichenden 250 LE.lml erlauben
eine wesentliche Reduktion des In-
jektionsvolumens eines bei der Ap-
plikation schmerzhaften Arzneimit-
tels. Sie sind nach Auskunft der
Zulassungsinhaber ohne weiteres er-
fiillbar.
Ein Vergleich der durchgefiihrten

ELISA-Tests mit den Tierversuchen
der Hersteller aus den Chargenfrei-
gabeantragen bzw. Zulassungsunter-
lagen zeigt eine ausreichende Uber-
einstimmung der Ergebnisse (Tabel-
le 3). In der vorliegenden Untersu-
chungsreihe konnte somit die aus der
Praxis bekannte zufriedenstellende
Reproduzierbarkeit des ELISA-Tests
aufgezeigt werden.
Die Tetanus-Antikorperbestim-

mung in Serumproben und bei Inpro-
zess-Kontrollen wahrend der Her-
stellung von Immunglobulinen wird
in immer grolserem Umfang schon
jetzt in vitro durchgefiihrt. Die Me-
thode der Wahl bei der Bestimmung
ist der Enzymimmuntest, der sich im
Vergleich zu anderen Tests wie Im-
mundiffusion, Gegenstrom-Elektro-
phorese und Haemagglutination als
der praktikabelste erwiesen hat
(Henne et aI., 1983; Pietsch und
Pietsch, 1989; Werner et aI., 1983).
Die Bestimmung antitoxischer Teta-
nus-Antikorper mittels Enzymim-
muntechnik auf Mikrotiterplatten
weist gegenuber der Wirksamkeits-
pnifung am Tier mehrere Vorteile
auf, weil Versuchstiere nicht beno-
tigt werden, die Versuchsdauer kiir-
zer ist und eine gute Standardisier-
barkeit nachgewiesen werden konnte
(Henne et al., 1983; Pietsch und
Pietsch, 1989; Schroder und Kuhl-
mann, 1990; Werner et aI., 1983).
Daruberhinaus werden von diesen
Untersuchern die hohe Nachweis-
empfindlichkeit, die gesteigerte Pra-
zision und die Moglichkeit zur Auto-
matisierung hervorgehoben.

Bedingung fur die Freigabe einer
Produktionscharge durch das Paul-
Ehrlich- Institut ist fur normale Im-
munglobuline vom Menschen unter
anderem der Nachweis yon zwei
Antikorpern, eines antiviralen und
eines antibakteriellen, fur die ein
Internationales Standardpraparat zur
Verfiigung steht, bei den bakteriellen
Antikorpern zum Beispiel gegen Te-
tanustoxin. Diese Prufungen finden
beim Hersteller und in regelmalsigen
Abstanden bei der Kontrollbehorde
statt. Da beim Hersteller der Tierver-
such durchgefiihrt werden muB, ist
es hochst wiinschenswert, bei der
Kontrollbehorde auf ein Alternativ-
verfahren zuruckgreifen Zll konnen.
Die yon uns gepriiften intravenosen
Immunglobuline zeigten im Tetanus-
Antikorpergehalt wesentlich groBere
Schwankungen bei den einzelnen
Praparaten, nicht bei den einzelnen
Chargen, wie aus der Tabelle 2
ersichtlich ist. Eine Erklarung dafur
ist die unterschiedliche Immunisie-
rung der Spender, bedingt durch die
verschiedene Durchimpfung der Be-
volkerung in den einzelnen Her-
kunftslandern der Blutspenden. Zu-
satzlich spielt der Proteingehalt der
intravenosen Immunglobuline eine
Rolle: je hoher er ist, des to mehr
Tetanus-Antikorper sind in der Regel
in ihnen nachweisbar. Besonders
wichtig fur die Hohe des spezifi-
schen Antikorpergehaltes ist auch
das Herstellungsverfahren der Prapa-
rate. Es gibt Methoden, die eine
chemische Spaltung der Immunglo-
buline bewirken. Diese gespaltenen
Immunglobuline enthalten in der Re-
gel signifikant weniger im ELISA-
Test nachgewiesene Tetanus-Anti-
korper als nativ belassene Immun-
globuline, wie sich in unserer Unter-
suchungsreihe nachweisen lief (Ta-
belle 2).
Aus der Tabelle 2 ist auch ersicht-

lich, daB einige Praparate mit den
zugehorigen Chargen ohne weiteres
50 LE.lml uberschreiten. Sie sind
somit theoretisch sehr gut geeignet
zur Therapie yon akuten Tetanus-
Fallen. Die Bioverfiigbarkeit der in-
travenosen Praparate ist im Ver-
gleich zu den i.m. verabreichten Im-
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mungJobulinen (2-3 Tage) sofort ge-
geben, und es besteht die Moglich-
keit der Applikation groflerer Men-
gen. In der Literatur wird ein Gehalt
yon 0.01 I.E.lml Tetanus-Antitoxin
im menschlichen Serum als ausrei-
chend angenommen, d.h. 250 I.E.
pro Dosis bieten einen ausreichenden
praventiven Schutz des Menschen
gegen Tetanus (Eckhardt et aI.,
1989). Diese relativ niedrige Dosis
wird mitunter angezweifelt, da sie
vom tierischen Modell abgeleitet
wurde. Klinische Studien zum Beleg
der minimalen menschlichen Dosis
sind in der Literatur nicht zu finden,
jedoch gibt es glaubwurdige Anga-
ben aus Indien mit hoher Tetanus-
Inzidenz, daB 1000 I.E. Tetanus-
Antitoxin (human) ausreichen, urn
Wundstarrkrampf jedweden Schwe-
regrades zu behandeln (Furste,
1980). Aus diesem Grunde erscheint
es angebracht, den Gehalt der Teta-
nus-Antikorper in i.v. Immunglobu-
linen zu ermitteln und anzugeben.
Die Prufung konnte kostengunstig
und ohne Versuchstierbedarf im
ELISA erfolgen. Besonders wichtig
ware diese Festlegung bei der Be-
handlung yon Unfall-Patienten, bei
denen eine Immunglobulin- Therapie
bzw. Prophylaxe vorgenommen

wird, wenn uber einen gesicherten
Tetanus-Schutz nichts bekannt ist.
So schlieBt diese Behandlung gleich-
zeitig eine rasche Vorbeugung gegen
eine Tetanus-Infektion ein, und das
Risiko des Ausbruches der Erkran-
kung wird minimiert.
Der Enzymimmuntest ist gut ge-

eignet und hat sich in der Praxis als
zuverlassig erwiesen. Es ist deshalb
empfehlenswert, den Test an Mau-
sen, der fur die Versuchstiere qual-
voll verlauft, in allen vertretbaren
Hillen durch den Enzymimmuntest
zu ersetzen. Wir haben in der staatli-
chen Chargenprufung yon Tetanus-
Immunglobulinen aufgrund der hier
dargestellten zuverlassigen Prii-
fungsergebnisse auf Tierversuche
seit 1992 verzichtet.
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