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Wirksamkeitspriifung yon Rotlaufimpfstoffen
an der Labormaus.
ELISA kontra Infektionsversuch

Rolf Beckmann und Klaus CuBler
Paul-Ehrlich-Institut, Abt. Veterinarrnedizin, D-Langen

Zusammenfassung
Zur Prophylaxe des Rotlaufs bei landwirtschaftlichen Nutztieren werden
inaktivierte Rotlaufimpfstoffe in grofiem Umfang eingesetzt. Ais Wirksam-
keitspriifung dieser biologischen Priiparate ist entsprechend den Armeibuch-
anforderungen ein Miiuseinfektionsversuch. vorgeschrieben. Hierbei werden
die Uberlebensraten von Miiusen, die mit dem Prufimpfstoff geimpft wurden,
und von Mausen, denen ein internationaler Standardimpfstoffverabreicht
wurde, verglichen. Dieser Versuch ist mit erheblichen Leiden fiir die Tiere
verbunden. Die Entwicklung eines Enzym linked immunosorbent assays
(ELISA), basierend auf einem alkalischen Extrakt von Erysipelothrix rhusio-
pathiae als Beschichtungsantigen, erlaubt die Bestimmung von Rotlaufanti-
korpern im Serum geimpfter Miiuse. Die in vitro Methode gibt verldfiliche
und reproduzierbare Ergebnisse. Durch den Vergleich der Antikorpertiter
geimpfter Miiuse mit den Resultaten des Infektionsmodells konnte eine
Korrelation der in vivo und in vitro Daten aufgezeigt werden. Der ELISA
erscheint geeignet, den derzeit vorgeschriebenen Tierversuch zu verbessern.
Die benotigte Tierzahl reduriert sich insgesamt erheblich.

Summary: Potency Testing of Erysipelas Vaccines in Mice. ELISA vs.
Challenge
Vaccins are widely used for the prophylaxis of swine erysipelas. According
to national pharmacopoiea requirements, potency of these biologicals has to
be tested in a mouse challenge model. Many animals are needed and the test
causes much suffering. The development of an enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) using an alkaline extract of Erysipelothrix rhusiopathiae as
antigen for coating the microtiter plate allows us to measure antibody titres
in the serum of vaccinated mice. By comparing the antibody titres ofvac-
cinated mice with the results of the animal challenge model it could be
demonstrated that the in vitro method gives reliable and reproducible data
which correlate with the results of the in vivo model. The ELISA offers the
possibility to refine the currently used animal test, by replacing the challenge
procedure and reducing the number of animals.

Keywords: erysipelas vaccines, potency, challenge, ELISA

1. Einleitung Rotlaufimpfstoffe die meist benutz-
ten bakteriellen Vakzinen. Die mei-
sten Produkte sind inaktivierte Impf-
stoffe. In zunehmendem MaBe wer-
den Kombinationsimpfstoffe mit an-
deren Tierseuchenerregern benutzt.
Fur die Prufung yon Rotlaufimpf-

stoffen schreibt das Deutsche Arz-

Impfstoffe werden zur Prophylaxe
der Rotlaufinfektion bei Schweinen,
Puten und Schafen eingesetzt, Im
Jahr 1992 wurden allein fur den
deutschen Markt uber 4,3 Millionen
Impfdosen freigegeben. Damit sind
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neibuch (DAB) in einer speziellen
Monographie mehrere Tierversuche
vor (DAB 10, 1991). Ein besonders
hoher Bedarf an Versuchstieren wird
fur den Wirksamkeitsnachweis, der
fi.irjede Produktionscharge durchge-
fuhrt werden muB, benotigt. Allein
im Jahr 1992 war der Einsatz yon
ungefahr 10.000 Mausen fiir diesen
Test erforderlich.
Bei dieser Methode wird die

Schutzwirkung des zu prufenden
Impfstoffs anhand der Uberlebensra-
te yon Mausen beurteilt, die mit
bestimmten Verdunnungen des
Impfstoffs bzw. eines Referenzpra-
parates immunisiert wurden und spa-
ter einer Infektion mit Rotlaufbakte-
rien unterzogen werden. Urn eine
Berechnung der Wirksamkeit in In-
ternationalen Einheiten (I.E.) vor-
nehmen zu konnen, miissen die
Impfstoffverdiinnungen so gewahlt
werden, daB insgesamt etwas mehr
als 50% aller Versuchstiere an einer
Rotlaufseptikamie versterben. In der
Tabelle 1 ist eine Kurzbeschreibung
dieses Tierversuchs aufgefiihrt.
Die beachtlichen Tierzahlen und

vor allem die extreme Belastung der
Tiere im Infektionsversuch erfordern
eine Uberprufung dieser Testmetho-
de. Eine serologische Bestimmung
von impfbedingten Antikorperspie-
geln konnte eine praktikable Alterna-
tive zum Belastungsversuch darstel-
len. Neuere Untersuchungen iiber
protektive Antigenstrukturen beim
Rotlaufbakterium lassen eine derarti-
ge Prufmethode moglich erscheinen.
Basierend auf den Untersuchungen

von Groschup und Mitarbeitern
(1991) und WeiB und Mitarbeitern
(1994) iiber das protektive Antigen
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Tabelle 1: WirksamkeitsprOfung fOr inaktivierte Rotlaufimpfstoffe im
Wiuseschutztest nach DAB 10

Versuchstiere
Verwendete Tiere
Benbtigte Tierzahl

weiBe Mause Stamm NMRI, 17-22 9
106, 6 Gruppen a 16 Tiere

1 Gruppe a 10 Tiara
Gruppen 1-3 WHO Standardpraparat
Gruppen 4-6 PrOfimpfstoff
Gruppe 7 10 Kontrolltiere

Gruppe 1+4 : 4,5 IE/Maus
Gruppe 2+5 : 1,5 IE/Maus
Gruppe 3+6 : 0,5 IE/Maus
Die VerdOnnungen des PrOfstoffes werden nach dem
Ergebnis des vorher durchgefOhrten Mauseschutz-
tests beim Hersteller durchgefOhrt.
0,9% NaCI-Lbsung
0,5 ml fOr jedes Tier der Gruppen 1-6
Die Tiere der Gruppe 7 dienen als Kontrollen und
erhalten keine Injektion.
subcutan

21 Tage nach Impfstoffapplikation
Lebende mausevirulente Rotiaufbakterien, Stamm
Ffm XI
Die Oosis muB so eingestellt sein, daB aile
Kontrolitiere zwischen dem zweiten und fOnften Tag
post infection em sterben (ca. 500 LOso).
0,3 ml fur jedes Tier der Gruppen 1-7
intraperitoneal
8 Tage post infectionem

Gruppeneinteilung

Impfstoffapplikation
Oosis fOr Gruppe

VerdOnnungsmedium
Applikationsmenge

Applikationsart
Belastung
Zeitpunkt
Infektionsstamm

Belastungsdosis

Applikationsmenge
Applikationsart
Beobachtungszeit

Auswertung
Vergleich der Uberlebensrate der Mauss aus den Standardgruppen mit der der
PrOfimpfstoffgruppen mittels Probitanalyse (Maxirnum-Likellhood-Schatzer]

Geforderte Mindestwirksamkeit tur PrOfimpfstoffe: 50 I.E'/Schweinedosis

(pAg) wurde ein enzym linked im-
munosorbent assay (ELISA) entwik-
kelt und hinsichtlich seiner Eignung
als Alternative zum Rotlaufinfekti-
onsversuch gepruft.

2. Versuchstiere, Material und
Methoden

2.1 Impfstoffe
AIle fur den deutschen Markt zuge-
lassenen inaktivierten Rotlaufimpf-
stoffe wurden in die Untersuchung
einbezogen. Ferner konnten einige
Impfstoffe, die in einem anderen
europaischen Land zugelassen sind
oder sich in einem Zulassungsver-
fahren befinden, getestet werden.
Insgesamt wurden 12 Produkte ge-
priift.
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Der Internationale Standardimpf-
stoff der WHO wurde in allen Versu-
chen mitgefuhrt,

2.2 Wirksamkeitspriifung im
Tierversuch

Der Mauseschutztest wurde entspre-
chend den Vorgaben des DAB (siehe
Tabelle 1) durchgefiihrt.
Es wurden ausschliel3lich weibli-

che SPF-Mause (Stamm NMRI) im
Gewicht yon 17-22 g eingesetzt. Die
Tiere wurden jeweils in Gruppen in
Makrolon-Kafigen unter Standardbe-
dingungen gehalten.
Zur Uberprufung der serologi-

schen Methode wurden zusatzlich je
Impfstoffverdiinnung 5 Tiere immu-
nisiert. Diese Tiere wurden nach 3
Wochen (Zeitpunkt der Belastungs-

infektion) in letaler Narkose entblu-
tet.

2.3 Unschadlichkeitsprufung an
derMaus

Manse, die entsprechend der Arznei-
buchmonographie zur Prufung auf
Unschadlichkeit zum Einsatz kamen,
wurden fur die Untersuchung der
Antikorperentwicklung nach der
Rotlaufimpfung verwendet (DAB,
1991).

2.4 ELISA

Das Beschichtungsantigen wurde aus
einem aufgereinigten Lysatiiberstand
des Rotlaufstammes Frankfurt XI
(Serotyp N) hergestellt, auf einen
Proteingehalt yon 1,7 mg/ml einge-
stellt und lyophilisiert. Die Protein-

Proteinbanden in der

Elektrophorese (Stamm Ffm XI)

1 2 3
212 _ 1::=170 -
116 -

•......•

76- -
53 -

k Da

4

1 = Harker
2 = Vollbakterien
3 = Lysatiiberstand
4 = Elisaantigen

Abbildung 1: ELISA-Antigen, gewonnen
aus Bakterien des Rotlaufstammes
Frankfurt XI. Darsteliung der Proteinban-
den in einer 7,5%igen reduzierten SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
(Coomassie-Farbunq).
Spalte 1 = Sanden des Molekularge-
wichtsmarkers in Kilodalton (kDa)
Spalte 2 = Stamm Frankfurt XI, Volibak-
terien
Spalte 3 = Uberstand nach alkalischer
Lysierung der Frankfurt XI Sakterien
Spalte 4 = Filtrat des LysatOberstandes,
das als ELISA-Antigen eingesetzt wird
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zusammensetzung des Antigens ist
in Abbildung 1.
Fi.ir die Beschichtung wurde das

Antigenlyophilisat auf das Aus-
gangsvolumen mit aqua dest. resus-
pendiert und 1: 100 in Carbonatpuf-
fer, pH 9,6 vcrdunnt, Mit 100 ~/
Depot dieser Losung wurden Ma-
xisorb Immunoplatten (Nunc, Dane-
mark) ca. 16 Stunden bei 4°C be-
schichtet. Fur aIle folgenden Reakti-
onsschritte gilt, wenn nicht anders
beschrieben, daB jeweils 100 )ll Re-
aktionslosung je Kavitat verwendet
wurden und die Inkubationszeit eine
Stunde bei 37°C betrug. Zwischen
den Reaktionsschritten wurde je-
weils dreimal mit PBS(0,05%)-
Tween 20 gewaschen (PW 96, SLT,
Crailsheim), wobei die Inkubations-
zeit des Waschpuffers jeweils 30
Sekunden betrug. AIle Verdiin-
nungspuffer entsprachen der Zusam-
mensetzung des Waschpuffers. Naeh
dem Besehieken der Platten mit 150
ul Bloekierungspuffer/Depot (PBS,
2% PolyvinylpyroJidon) wurde, be-
ginnend mit einer Verdiinnung yon
1:100, aus den Testseren und dem
positiven Kontrollserum eine log2
Verdiinnungsreihe in Doppelbestim-
mung hergestellt. Der Nachweis ge-
bundener Antikorper erfolgte iiber
ein biotinyliertes Anti-Maus-IgG-Fc-
Fragment yon der Ziege (Dianova,
Hamburg) in einer Verdiinnung yon
1:10 000 und uber ein Streptavidin-
Peroxidase- Konjugat (Dianova,
Hamburg) in einer Verdiinnung yon
1:75 000. Als Substrat zur Bestim-
mung der Peroxidaseaktivitat wurde
Tetramethyl-Benzidin (TMB) (Sig-
ma, Deisenhofen) verwendet. Der
Substratumsatz vollzog sich bei
Raumtemperatur und wurde naeh
fiinf Minuten durch Zugabe yon
50 ul 2.5 molarer Schwefelsaure je
Reaktionseinheit beendet. Die Er-
mittlung der Extinktionswerte er-
folgte bei einer Wellenlange von 450
nm (340 AT, SLT, Crailsheim).
Der Aufbau des ELISA ist in

Abbildung 2 schematisch darge-
stellt.
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Substrat = TMB (3,3' 5,5'-
Tetramethylbenzidin)

00 ,"--,'Streptavidin-Peroxidase

Anti-Maus-lgG (Fc-spezifisch),
biotinyliert

Antigenspezifische AntikOrper
(Testserum Maus)

Antigen (Alkalischer Extrakt von
Erysipelothrix rhusiopathiae, ---.~
Stamm Ffm XI)

Abbildung 2: Prinzip des Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur Rotlaufan-
tikbrper-Bestimmung von Mauseseren

samkeit verlangt. Fur Routineprii-
fungen zur Chargenfreigabe ist die

Die LE. im Mauseschutzversuch wur- Verwendung yon landwirtschaftli-
den mittels Probitanalyse bereehnet. chen Nutztieren viel zu aufwendig.
Die Bestimmung der ELISA-Ein- Deshalb wurden schon friihzeitig In-

heiten (EE) wurde mit einem paral- fektionsmodelle an der Labormaus,
lel line assay, der fiir Wirksamkeits- die fur eine Rotlauferkrankung sehr
priifungen yon Diphtherie-, Pertus- empfanglich ist, entwiekelt. Ein sol-
sis- und Tetanusimpfstoffen entwik- cher Mauseschutzversuch wurde
kelt wurde, durchgefiihrt (WHO, folglich in der DAB-Monographie
1992). fur inaktivierte Rotlaufimpfstoffe
Eine lineare Regressionsanalyse festgesehrieben (siehe Tabelle 1).

(Trend) wurde fur den Vergleich Dieser Wirksamkeitstest hat sich be-
beider Testsysteme benutzt. Die Er- wahrt und dazu beigetragen, daB die
gebnisse wurden in Harward Gra- Rotlaufimpfstoffe eine sehr gute und
phics 3.0 (Fa. Microsoft) ausgewertet. von Herstellurtgsgang zu Herstel-

\ lungsgang relativ gleichmalsige
Wirksamkeit aufweisen. Die heute
auf dem Markt befindlichen Produk-
te liegen in ihrer Sehutzkraft deutlieh
uber der geforderten Mindestwirk-
samkeit von 50 I.E ..
Die Versuchstiere sind bei der

Wirksamkeitspriifung sehr starken
Leiden ausgesetzt. Die Versuchsvor-
sehriften schreiben eine Lebend- Tot-
Auszahlung bindend vor. Das Ein-
schlafern von Tieren beim Auftreten
typischer Krankheitssymptome ist
nieht vorgesehen, weil dies das Ver-
suchsergebnis stark beeinflussen
konnte. Eine Anderung dieser Pruf-
methoden ist aus Tierschutzgriinden
dringend geboten.

2.5 Statistik

3. Ergebnisse und Diskussion

Inaktivierte Impfstoffe gegen die
Rotlaufinfektion der Schweine wur-
den bereits in den fiinfziger lahren
entwickelt. Die Impfstoffe wurden in
groBem Umfang eingesetzt und ha-
ben entscheidend zum Riickgang der
Rotlaufinfektion beigetragen. Wegen
der herausragenden Bedeutung der
Impfstoffe wurden schon friihzeitig
staatliche Vorschriften fiir die PrU-
fung diescr Produkte erlassen.
1mLaufe von Zulassungsverfahren

werden Infektionsversuche am
Schwein zur Bestimmung der Wirk-
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3.1 Voraussetzung fUr die Ent-
wicklung einer Alternativrnethode

Ein Belastungsversuch als Wirksarn-
keitskriterium in der Impfstoffprii-
fung kann nur ersetzi werden, wenn
die Imrnunitatsmechanisrnen der be-
treffenden Erkrankung bekannt und
in vitro weitgehend nachvoUziehbar
sind. Relativ einfach ist dies bei-
spielsweise bei Toxoid-Impfstoffen,
die im Versuchstier toxinneutralisie-
rende Antikorper induzieren (z.B.
Tetanus-Impfstoffe). Bei zahlreichen
bakteriellen Infektionen sind die Pa-
thogenitatsmechanisrnen und die fur
eine gezielte Immunprophylaxe
wichtigen pAgs noch nicht bekannt
bzw. nicht geniigend charakterisiert.
Bei der Erforschung des pAg yon
Erysipelothrix rhusiopathiae wurden
in den letzten Jahren entscheidende
Fortschritte erzielt. Aus mehreren
Arbeiten ist zu entnehmen, daB ein
Proteinantigen im 66-64 kD-Mole-
kulargewichtsbereich als wesentli-
ches pAg des Rotlaufbakteriums be-
schrieben wurde (Ubersicht bei WeiB
und Mitarbeitern, 1994).
Es ist schon sehr lange bekannt,

daB der Schutz vor einer Rotlaufin- .
fektion durch eine passive Immuni-
sierung erzielt werden kann. Naturli-
cherweise sind Ferkel durch die Auf-
nahme miitterlicher Antikorper uber
einen relativ langen Zeitraum gegen-
iiber Rotlauf geschutzt. Dies bedeu-
tet, daB die humorale Immunantwort
bei der Rotlaufinfektion eine ent-
scheidende Rolle spielt. Die Bestim-
mung schiitzender Rotlaufantikorper
im Serum geimpfter Tiere erlaubt
somit einen RiickschluB auf die Im-
munitatslage. Die Entwicklung einer
serologischen Wirksamkeitsprtifung
fur Rotlaufimpfstoffe, basierend auf
dem Nachweis Impfstoff-induzierter
Antikorper gegen das pAg, soUte
daher moglich sein.

3.2 Serologischer Nachweis
schiitzender Antikorper

Die bisher zur Verfugung stehenden
serologischen Nachweismethoden
fur Rotlaufantikorper (Langsamag-
glutination, Wachstumsprobe, ELI-

42

6.----------.----------------------------------.

SA) basierten auf der Verwendung
yon intakten Bakterien oder groben
Extrakten. Die meisten dieser Nach-
weissysteme waren nieht in der
Lage, zwischen IgM und IgG, die
beide agglutinierende Eigenschaften
besitzen, zu unterschieden. Aus Un-
tersuchungen am Labortiermodell
gehtjedoch hervor, daB uberwiegend
Igfi-Antikorper fur eine Schutzwir-
kung verantwortlich sind (Ubersicht
bei CuBler, 1994).
Ein in vitro Testsystem soUte da-

her selektiv IgG-Antiki::irper gegen
das pAg nachweisen. Grundvoraus-
setzung hierfur ist die Verwendung
einer Antigenfraktion, die das pAg in
mi::iglichstreiner Form enthalt. Das
pAg laBt sich durch die heute zur
Verfugung stehenden immunchemi-
schen Methoden in hochreiner Form
darstellen. Die verbleibenden Anti-
genmengen sind aUerdings derart ge-
ring, daB sie hochstens fur Immuni-
sierungen und wenige, exemplari-
sche Versuchsansatze ausreichen.
Die zur Herstellung yon Referenz-
materialien notwendigen Mengen an
pAg lassen sich im Labor nicht
produzieren. Es wurde daher ein

4"E
Q)::..
E 3
2
Q)
CJ)
'-

-,t.- Impfstoff 1

5 -® Impfstoff 20-~ "* Impfstoff 3

aufgereinigter Antigenextrakt ver-
wendet. Durch alkalische Lyse Hi.Bt
sich das pAg sehr gut gewinnen
(Groschup und Mitarbeiter, 1991).
Dieses Verfahren wird auch bei der
Impfstoffherstellung angewandt. Der
alkalische Extrakt wurde durch Fil-
trierung gereinigt und lyophilisiert.
Der Rotlaufstamm Frankfurt XI (Se-
rotyp N) wurde verwendet, weil die-
ser als Infektionsstamm fur den Be-
lastungsversuch eingesetzt wird. Der
Antigenextrakt enthalt zwar noch
weitere Rotlaufantigene, die pAg-
Fraktion ist jedoch deutlich angerei-
chert (Abb. 1).
Die Mikrotiterplatten wurden mit

diesem Antigen beschichtet. Durch
die Verwendung eines Mause-Igfl-
spezifischen Konjugats ist der Nach-
weis dieser als schutzend beschriebe-
nen Immunglobulinfraktion gege-
ben. Der ELISA-Aufbau ist in Abbil-
dung 2 in einer Ubersicht dargestellt.
Es wurde darauf geachtet, daB die
Methodik einfach durchfiihrbar ist
und die Reagenzien (mit Ausnahme
der Referenzmaterialien) frei verfug-
bar sind, damit der Test gut nach-
voUziehbar ist.
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I "" ••••.•
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Wochen nach Immunisierung

Abbildung 3: IgG Antlkorperentwicklunq von NMRI Mausen nach einmaliger Immuni-
sierung mit 0.5 ml inaktiviertem Rotlaufimpfstoff
Die Serumtiter wurden in einer log2 Verdunnunqsreihe, beginnend mit der Serumvor-
verdunnunq 1:800, im ELISA bestimmt. Die einzelnen Punkte steil en den Mittelwert
von 3 Mauseseren dar. .
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3.3 Antikdrperbildung bei der
Maus nach einer Rotlaufimpfung

Urn einen Uberblick uber den Anti-
korpertiterverlauf nach einer Rot-
laufimpfung bei der Maus zu gewin-
nen. Wllrr1en Tiere, die ohnchin fUr
die Prufung der Unschadlichkeit von
Rotlaufimpfstaffen bereits im Ver-
such waren, zusatzlich auf ihre Anti-
korperspiegel hin untersucht, Wie
der Abbildung 3 zu entnehmen ist,
kann schon zwei W ochen nach der
Immmunisierung eine Antikorper-
entwicklung nachgewiesen werden.
N ach drei W ochen ist bei allen
Tieren ein hoher Antikorperspiegel
vorhanden. Dieser Zeitpunkt, an dem
auch die Belastungsinfektion gesetzt
wird, ist fur eine serologische Be-
wertung des erreichten Immunstatus
gut geeignet.
Weiterhin wurde uberpruft, auf

welche Antigendosen die Maus mit
einer mellbaren Antikorperantwort
reagiert. Dabei wurde festgestellt,
daB eine Antigenmenge unterhalb
yon 0,5 I.E. pro Dosis nur bei
wenigen Tieren eine nachweisbare
Immunantwort induziert. Die Verab-
reichung von 5 I.E. bewirkt dagegen
eine maximale Antikorperbildung.
Durch hohere Antigendosen ist hier
keine Steigerung mehr moglich. Die
nach der Arzneibuchmonographie zu
verabreichenden Antigendosen zwi-
schen 0,5 und 5 I.E. konnen daher
auch fur das serologische Nachweis-
system eingesetzt werden.
Manse, die entsprechend der Arz-

neibuchmonographie mit abgestuften
Dosen des Internationalen Standard-
praparats geimpft wurden, zeigten
dementsprechend eine deutlich yon
der Impfdosis abhangige Antikorper-
entwicklung. Zwischen den einzel-
nen Tieren einer Gruppe gab es
allerdings deutliche Schwankungen.
Daraus ist zu schliefsen, daf Untersu-
chungen an Einzeltieren wenig aus-
sagekraftig sind. Nach den bisheri-
gen Erfahrungen halten wir den Ein-
satz von mindestens 6 Tieren je
Verdiinnungsstufe fur angebracht.
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3.4 Ergebnisvergleich yon ELISA
und Tierversuch

Zwolf Impfstoffe wurden verglei-
chend im Tierversuch und im ELISA
untersucht. Die Ergebnisse sind in
der Tabelle 2 und der Abbildung 4
dargestellt. Es ist ersichtlich, daB die
serologische Bestimmung in ELISA-
Einheiten eine hohere Bewertung der
Wirksamkeit ergibt als der entspre-
chende Tierversuch. Dies laBt sich
durch einen Korrekturfaktor ausglei-
chen. Der Korrelationskoeffizient
zwischen den mit beiden Testmetho-
den ermittelten Ergebnissen betragt
0,65. Damit ist die Korrelation deut-
lich schlechter als dies beispielswei-
se bei dem Vergleich von in vivo und
in vitro Methoden zur Bewertung der
Wirksamkeit von Toxoidimpfstoffen
der Fall ist (van der Ark et al., 1994).

Tabe/le 2: Geqenuberstellunq der Er-
gebnisse aus ELISA und Tierversuch

Testimpfstoff EE (ELISA) I.E. (TV)

Nr. 1 174 97
Nr. 2 101 56
Nr. 3 178 174
Nr. 4 52 145
Nr. 5 30 18
Nr. 6 111 218
Nr. 7 13 18
Nr. 8 86 53
Nr.10 34 103
Nr. 11 254 204
Nr.12 24 31

Die Werte zeigen die Wirksamkeit van
einem ml Impfstoff.
Die ELISA-Ergebnisse (ELISA) resultieren
aus der Doppelbestimmung von 30 Mauss-
seren eines Versuches. Sie sind in ELlSA-
Einheiten (EE) angegeben. Die Tierver-
suchsergebnisse (TV) sind die Mittelwerte
aus 2 Tierversuchen. Sie sind in Internatio-
nalen Einheiten (I.E.) angegeben.

Zur Erklarung seien folgende
Sachverhalte angefuhrt:
1. Es ist zu bedenken, daB im ELI-

SA kein reines pAg eingesetzt
werden konnte. Nicht schutzende
Antikorper werden in gewissem
Umfang miterfaBt. Hier konnte
die Herstellungsweise eines Impf-

stoffs ebenfalls eine Rolle spie-
len, indem z.B. Lysatimpfstoffe
in dies em Testsystem hohere An-
tikorpertiter induzieren als Adsor-
batimpfstoffe.

2. Die Ergebnisse des Tierversuchs
unterliegen beaehtliehen Schwan-
kungen. Folgende Beispiele seien
hier angefiihrt:

a) Bei der Validierung des Stan-
dards fur Rotlaufimpfstoffe in ei-
nem internationalen Ringversuch
zeigten die Ergebnisse der Tier-
versuche starke Differenzen zwi-
schen den Laboratorien. Ein La-
bor wurde wegen zu stark abwei-
chender Ergebnisse bei der Aus-
wertung nieht beriicksichtigt.

b) Impfstoffproben, die zur Untersu-
chung der Verwendbarkeitsdauer
beim gleichen Hersteller regelma-
Big im Tierversuch getestet wer-
den, zeigen ebenfalls deutliche
Ergebnisschwankungen (eigene
Beobachtung).

c) Ein Vergleich der Tierversuchser-
gebnisse der hier eingesetzten
Impfstoffchargen van Herstellern
und Prufbehorde hat einen Korre-
lationskoeffizienten von 0,8 erge-
ben.

3. Der Vergleich des ELISA mit
dem Mausernodell ist ebenfalls
als problematisch anzusehen, da
der Mauseschutztest seinerseits
niemals in aussagekraftigen ver-
gleichenden Untersuchungen mit
den Ergebnissen am Zieltier
Schwein untersucht wurde. Daher
liegen auch keine Angaben iiber
die schiitzende Antigendosis in
I.E. beim Schwein vor. Ferner
gibt es Aussagen daruber, daf
Impfstoffe, obwohl sie im Manse-
modell als wirksam beurteilt wur-
den, das Schwein nieht ausrei-
chend schiitzen (personliche Mit-
teilungen von Hendersen, 1994;
Knight, 1993). Die Aussagekraft
des Mausemodells bezogen auf
die Zieltierspezies Schwein ist
daher sicherlich nicht sehr hoch.
Es ware zu fordern, die Ergebnis-
se der serologischen Arbeiten an
der Labormaus mit Untersuchun-
gen direkt am Schwein zu verglei-
chen.
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Abbildung 4: Vergleich der Ergebnisse von Tierversuch nach DAB 10und ELlSA-
Technik bei der Wirksamkeitsprutunq von Rotlaufimpfstoffen
Jeder Stern reprasentiert einen Impfstoff. Der Korrelationskoeffizient betraqt 0,6521.

4. Bei der Untersuehung yon Rot-
laufimmunseren im Tierversueh
und im ELISA (unter Verwen-
dung des gleiehen Beschichtungs-
antigens) konnte eine wesentlieh
bessere Korrelation der Versuchs-
ergebnisse erreieht werden (0,89
fiir Antiseren vom Pferd; 0,88 fiir
Antiseren yom Sehwein). Immun-
seren konnen allerdings direkt im
ELISA gernessen werden und
miissen nieht erst wie Impfstoffe
einen zwisehengesehalteten Tier-
versueh durehlaufen.

Da der Mauseschutztest nur unzu-
reiehend auf seine Aussagekraft fiir
die Zieltierart Sehwein untersueht
wurde und selbst keine sehr gute
Reproduzierbarkeit besitzt, stellt sieh
die Frage, ob es iiberhaupt sinnvoll
sei, eine Alternativmethode mit dem
Mauseschutzmodell zu vergleiehen,
Ein Vergleieh serologischer Parame-
ter zwischen Labormaus und
Schwein ware hier sicherlich vorzu-
ziehen. Der hier besehriebene ELI-
SA laBt sich fur die Untersuchung
yon Schweineseren modifizieren
(Gyra und Mitarbeiter, 1994).

* Die Arbeitsanleitungen k6nnen bei den
Verfassern angefordert werden.
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4. Ausblick

Die Durchfiihrung des Mauseschutz-
tests ist im DAB genau festgelegt.
Urn diesen stark belastenden Tier-
versuch durch eine serologische
Testmethode ablosen zu konnen,
sind mehrere Vorgehensweisen
denkbar:

I. Anderung der Arzneibuchmono-
graphie
Eine Anderung der Arzneibuch-
monographie wurde fiir aIle im
Gultigkeitsbereich des EAB zuge-
lassenen Rotlaufimpfstoffe gel-
ten. Eine Arzneibuchmethode
wird jedoch in aller Regel erst
geandert, wenn die serologische
Methode in einem groB angeleg-
ten Ringversuch gepriift wurde.
Hierzu wird eine gute Korrelation
zu den Ergebnissen des Manse-
schutzmodells gefordert. Auf die
zu erwartenden Probleme wurde
bereits hingewiesen. Derartige
Ringversuche sind zudem enorm
zeit- und arbeitsaufwendig. Sie
miissen daher yon internationalen
Organisationen (EP, EU oder
WHO) initiiert und finanziert
werden.

2. Erganzung der Arzneibuchmono-
graphie

Die serologische Testmethode
konnte zusatzlich in die Monogra-
phie aufgenommen werden. Aueh
andere Arzneibuehvorschriften
enthalten zwei Priifmethoden.
Der weitaus iiberwiegende Anteil
der Priifungen konnte dann mit
dem ELISA durchgefiihrt werden.
Fur die ersten Chargen neuer
Impfstoffe und fur die Falle, in
denen die serologisehe Methode
eine grenzwertige oder ungenu-
gende Wirksamkeit aufzeigt,
konnte der Tierversuch als Besta-
tigungs- bzw. Entscheidungspru-
fung herangezogen werden.

3. Nachweis der Vergleichbarkeit
beider Methoden fiir ein Einzel-
produkt
Die Verordnung zum Deutschen
Arzneibueh bietet einem Herstel-
ler in §2 die Moglichkeit, eine im
Arzneibuch vorgeschriebene Me-
thodik dann zu verlassen, wenn
eine gleichwertige Testmethode
zur Verfiigung steht. Dies ist bei
der zustandigen Zulassungsbehor-
de fiir jedes Produkt gesondert zu
beantragen. Fur Impfstoffe, die
nur in wenigen Landern zugelas-
sen sind, ist dies sicherlich ein
praktikabler Weg. Es gilt zu be-
denken, daB die vorliegende Un-
tersuchung die breite Palette aller
zugelassenen Praparate einge-
schlossen hat. Fur den Impfstoff
eines einzelnen Herstellers, der
unter gleichmafsigen Bedingun-
gen produziert, durften die Resul-
tate bedeutend besser ausfallen.

In allen Fallen ist jedoch der Er-
gebnisvergleich yon serologischer
Methode und Belastungsversuch er-
forderlieh. Urn diese Vergleichbar-
keit zu erreichen, wurden bei der
Entwieklung der serologischen Me-
thode moglichst viele Parameter des
Belastungsversuchs (Immunisie-
rungsseherna, Immunisierungsdosen,
etc.) beibehalten.
Es wurden ausfiihrliche Arbeitsan-

leitungen zur Herstellung des Be-
schichtungsantigens und zur ELISA-
Durchfiihrung erstellt (*). Darnit
sollten die Hersteller, aber auch an-
dere Zulassungsbehorden in der

ALTEX 11, SUPPLEMENT 94



z['l\ BECKMANN UND CUSSLER--~~~-----------------------------
~v~

Aspekt

Tabelle 3: Vor- und Nachteile von Tierversuch nach DAB 10 und Alternativmethode im ELISA

Rotlaufantik6rperbestimmung im ELISA

Tierschutz

Mauseschutztest nach DAB 10

Tierversuch verbunden mit schweren
Leiden und groBer Tierzahl

Personalqefahrdunq

Tierversuch verbunden mit geringer Belastung
und reduzierter Tierzahl

rlliiBig: Infektlonsversuch mlt
Zoonoseerregern keine

geringer: 22 TageVersuchsdauer lang: 29 Tage

Personalaufwand hoch

Techn. Aufwand gering

Lage sein, eine serologische Wirk-
samkeitsprufung aufzubauen und die
Vergleichbarkeit mit den Schutzver-
suchen zu prufen.
Zum SchluB sei noch darauf hinge-

wiesen, daB eine Wirksamkeitsprii-
fung mit ELISA gegeniiber dem
Tierversuch neben den Tierschutz-
aspekten noch weitere erhebliche
Vorteile in den Bereichen Personal-
schutz und Priifungskosten bietet
(Tabelle 3).
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