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Bestimmung neutralisierender Antikorper
gegen Pasteurella multocida Toxin im ELISA
und im Zellkultur-Neutralisationstest

Volker Oppling, Manuela Kusch, Petra Rubmann und Klaus CuBler
Paul-Ehrlich-Institnt, Abteilung Veterinarmedizin, D-Langen

Zusammenfassung
Das Pasteurella multocida Toxoid ist das wichtigste
Antigen in Impfstoffen gegen die atrophische Rhinitis
(AR) des Schweines. Ein Serum-Neutralisationstest
auf embryonalen bovinen Lungenzellen (EBL-SNT)
und ein modifizierter, kommerziell erhaltlicher
ELISA (DAKO-ELISA) erlauben einen sensitiven und
gut reproduzierbaren Nachweis von Antikorpern
gegen das Pasteurella multocida Toxin. Die beiden
Methoden erbringen bei Prufung von Schweine- und
Meerschweinchenseren gut miteinander korrelieren-
de Ergebnisse. Insgesamt dreij3ig Chargen von zehn
verschiedenen Pasteurella multocida Toxoid (PMTd)
haltigen Impfstoffen wurden durch zweimalige
subkutane Immunisierung von Meerschweinchen mit
einer funftel Schweinedosis im Abstand von drei
Wochen gepriift. Drei Wochen nach der Zweitimmu-
nisierung waren bei 25 Chargen Titer gegen Pasteur-
ella multocida Toxin nachruweisen, die mindestens
um zwei log2-Stufen hoher als ein stets mitgefuhrtes
Referenzserum lagen. Bei fiinf von sechs Chargen
eines Impfstoffes konnte keine Bildung von Antikor-
pern gegen Pasteurella multocida Toxin nachgewie-
sen werden. Die Priifung zweier negativer und der
positiven Charge dieses Impfstoffes nach zweimaliger
Immunisierung von Schweinen gemiijJ den Vorgaben
des Herstellers erbrachte, verglichen mit der Prufung
im Meerschweinchen, vollig iibereinstimmende
Ergebnisse.
Die verabreichten Impfstoffinengen fuhrten bei keiner
Prufung zu einer sichtbaren Storung des Allgemein-
befindens der Meerschweinchen. Mit dieser Methode
steht ein versuchstierschonendes Modell zur Beurtei-
lung der Wertigkeit der PMTd-Komponente von
Impfstoffen gegen die AR des Schweines im Rahmen
der staatlichen Chargenpriifung zur Verfiigung.

Einleitung

Summary: Detection of antibodies against Pasteurella
multocida toxin with a cell culture method and an enzyme
immunoassay.

Pasteurella multocida toxoid is the most important antigen
in vaccines against progressive atrophic rhinitis in pigs.
Testing antibodies against Pasteurella multocida toxin in a
cell culture neutralization assay on embryonic bovine lung
cells and a modified, commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay (DAKO, Denmark) is sensitive and
gives good reproducible results. Determination of antitoxin
antibodies in swine and guinea pigs simultaneously in both
methods resulted in good coefficients of correlation (r =
0,88 and 0,93). Induction of antibodies to Pasteurella
multocida toxin by thirty batches of ten toxoid containing
vaccines was tested by subcutaneous application of one fifth
pigdose (0,4-1 ml) twice in intervals of three weeks. The
animals showed neither signs of illness nor significant local
or systemic reactions. Three weeks after the second immuni-
zation 25 batches induced titres being at least 2 log2
dilutions higher than a parallel titrated reference serum
(mean titre of reference serum was I: 23,26). Five batches
belonging to one vaccine induced no detectable antibodies
to the toxin. Additional testing of two negative and one
positive batch of this vaccine in the target species by
immunizing them twice according to the manufacturers
scheme, gave identical results. Therefore it is concluded
that immunization of guinea pigs and determination of
humoral immune response in vitro, is a potent and ethical
justifiable method to judge the qualtity of the Pasteurella
multocida toxoid component of vaccines against progressive
atrophic rhinitis in pigs.

Keywords: Rhinitis atrophicans, pig, vaccine, potency
testing, antibody, ELISA, guinea pig, cell culture neutraliza-
tion assay

Die atrophische Rhinitis (AR), eine
weltweit auftretende Erkrankung der
oberen Atemwege des Schweines,
wird in der Regel durch bakterielle

Mischinfektionen mit Bordetella (B.)
bronchiseptica und Pasteurella (P.)
multocida hervorgerufen. Toxinbil-
dende P. multocida spielen als
Krankheitsverursacher eine entschei-
dende Rolle. Es wurde gezeigt, daB

nach Vorschadigung der Nasen-
schleirnhaute mit verdiinnter Essig-
saure toxinbildende P. multocida al-
lein in der Lage sind, die Erkrankung
auszulosen (Pedersen und Elling,
1984; Chanter und Rutter, 1990).
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Heute wird P. multocida Toxin
(PMT). ein von P. multocida gebiI-
detes Protein, als wesentliches atio-
logisches Agens angesehen. Durch
parenterale Applikation von hochge-
reinigtem PMT konnten Dominick
und Rimier (1986) das klinische Bild
der AR induzieren.
Urn andere, in der Regel nur mit

voriibergehenden Schaden einherge-
hende atrophische Rhinitiden von
diesem Krankheitsbild besser ab-
grenzen zu konnen, fuhrten Pedersen
et al. (1988) den Begriff der progres-
siven atrophischen Rhinitis (PAR)
fur das durch toxinbildende P. mul-
tocida verursachte Krankheitsbild
em.
Bei der Bekampfung der PAR hat

die Immunprophylaxe eine grolse
Bedeutung. Jahrlich werden in
Deutschland uber 3 Millionen Impf-
stoffdosen zur Vermarktung freige-
geben.
Pasteurella multocida Toxoid

(PMTd), welches meist durch For-
malininaktivierung des PMT gewon-
nen wird, stellt den wichtigsten Be-
standteil dieser Impfstoffe dar. Fo-
ged et al. (1989) sowie Nielsen et al.
(1991) zeigten, daB fur die Herstel-
lung gut wirksamer Impfstoffe hoch
gereinigtes PMTd, bzw. ein rekom-
binantes PMT-Derivat, als Antigen
ausreicht.
Fur die Freigabe von Impfstoffen

im Rahmen der amtlichen Chargen-
prufung muB jeder Hersteller die
Wirksarnkeit der PMTd-Komponen-
te nachweisen. Da fur die Wirksam-
keitsprufung von AR-Impfstoffen
keine bindende Vorschrift etwa in
Form einer Arzneibuchmonographie
existiert, sind die Hersteller gezwun-
gen, entsprechende Methoden im
Rahmen der Zulassung selbst zu
erarbeiten. Derzeit finden eine Viel-
zahl yon Methoden hierfur Anwen-
dung. Sie bestehen grundsatzlich aus
zwei Teilen. Im ersten werden Tiere
mit dem zu pnlfenden Impfstoff im-
munisiert, im zweitcn wird der Im-
munstatus dieser Tiere bewertet. Ais
Versuchstiere werden je nach Impf-
stoffhersteller Schweine, Kaninchen,
Meerschweinchen oder Manse ein-
gesetzt. Fur die Bestimmung des
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Immunstatus werden in vitro (Be-
stimmung von Antikorpern gegen
PMT in verschiedenen Zellkulturen
bzw. ELISAs), z.T. aber auch noch
in vivo Methoden (Belastung immu-
nisierter und nicht immunisierter
Tiere mit 1etalen Toxindosen) einge-
setzt.
Aufgrund der komplexen Zusam-

mensetzung von Impfstoffen reicht
die Bestimmung der Antigenmenge
fur die Beurteilung ihrer Wirksam-
keit nicht aus. Auf Tierversuche
kann daher nicht vollig verzichtet
werden. Ziel der vorliegenden Unter-
suchungen war es daher, eine auf aIle
Impfstoffe anwendbare, fur die
Impflinge wenig belastende Methode
zur Wirksamkeitsprufung von AR-
Impfstoffen zu erarbeiten. Die hier-
fur erforderlichen Referenzmateriali-
en sollten in ausreichender Menge
hergestellt werden. Zudem sollten
Daten erstellt werden, die eine Fest-
1egung von Mindestanforderungen
an die zu prufenden Produkte erlau-
ben. Dies sollte die Moglichkeit er-
offnen, die mit einer Toxinbelastung
verbundenen Tierversuche abzu-
schaffen und ferner Tierversuche zur
Erarbeitung von weiteren neuen Me-
thoden durch die Hersteller im Rah-
men der Zulassung neuer AR-Impf-
stoffe uberflussig zu machen.
In Vorversuchen, iiber die hier

nicht berichtet wird, erwies sich das
Meerschweinchen als guter Antikor-
perbildner gegen das PMTd.
Im folgenden wird uber die ver-

gleichende Untersuchung eines Se-
rum-Neutralisationstestes auf em-
bryonalen bovinen Lungenzellen
(EBL-SNT) (Rutter und Luther
1984; Bechmann und Schoss 1991)
mit einem geringfugig modifizierten,
kommerziell erhaltlichen ELISA
(DAKO Diagnostika, Danemark) be-
richtet, die beide fur den Nachweis
von Antikorpern gegen PMT geeig-
net sind. Die Prufung einer grofseren
Anzahl auf dem Markt befindlicher
PAR-Impfstoffe sollte als Grundlage
fur die Festlegung einer Mindestan-
forderung an die Pasteurella rnulto-
cida Toxoid-Komponente dieser
Impfstoffe dienen.

Versuchstiere

Fur die Studien wurden 400-600 g
schwere SPF-Meerschweinchen
(Stamm: Dunkin Hartley; Ziichter:
Charles River, Su1zfeld, Deutsch-
land) eingesetzt.

Material und Methoden

Impfstoffe
Fiir die Untersuchungen wurden aIle
in Deutschland zugelassenen PAR-
Impfstoffe eingesetzt. Ferner wurden
Impfstoffe wahrend des Zulassungs-
verfahrens und ein Produkt aus den
USA gepriift. Als Negativkontrolle
wurde ein aus nicht toxinbildenden
P. multocida hergestellter Impfstoff
(Nr. 11) verwendet.

Zellkulturen
Die embryonale bovine Lungenzelle
(EBL) wurde von Dr. Bechmann
(Tiergesundheitsamt Oldenburg) in
der 94. Passage iibernommen. Die
Zelle ist mittlerweile von der Deut-
schen Sammlung fur Mikroorganis-
men in Braunschweig unter der Be-
zeichnung DSM ACC 192 zu bezie-
hen.

'Kultivierung der Zellen
Der Zellsplit wurde 1 x wochentlich
im Verhaltnis 1:2 durchgeftihrt. Die
Inkubation erfolgte bei 37°C ohne
CO2-Begasungi in verschlossenen
Zellkulturflaschen (Nunclon Delta,
80 em', Nunc) in Eagle's Minimal
Essential Medium (MEM, Seromed)
mit Earle's Saizen, 2,2 g/l Bicarbo-
nat und Zusatz von 10% foetalem
Kalberserum, ohne Zugabe von
Glutamin.

Immunisierung der
Meerschweinchen
Die Tiere wurden zweimal im Ab-
stand von drei Wochen subkutan mit
jeweils einem Fiinftel der fur Mutter-
schweine vorgesehenen Irnpfstoffdo-
sis, was einer Meerschweinchendo-
sis zwischen 0,4 und 1 1111entspricht,
immunisiert. Drei Wochen nach der
zweiten Immunisierung wurde den
Tieren Serum entnommen und dieses
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auf Antikorper gegen PMT unter-
sucht.

Nachweis von Antikorpern gegen
PMT mittels permanenter EBL-
Zellen (EBL-Serum-Neutrali-
sationstest [SNTj)

Die zuvor 30 min. bei 56°C inakti-
vierten Serumproben wurden in einer
96er-Gewebekulturplatte (Nunc) mit
Kulturmedium (Eagle's MEM mit
Earle's Salzen, 2,2 g/l Bicarbonat,
10% FKS, 50 ug/ml Gentamycin)
vorverdiinnt (Volumen: 50 ul). Zu
den Serumverdiinnungen wurden je-
weils 50 ul einer festgelegten Toxin-
verdiinnung (vier EBL-zytopathische
Einheiten) in Kulturmedium pipet-
tiert und eine Stunde bei 37°C inku-
biert. AnschlieBend wurden je Napf-
chen 50 ul einer EBL-ZeBsuspensi-
on (2,5 x 105 Zellen/rnl Kulturmedi-
urn) zugegeben und die Gewebekul-
turplatte sieben Tage bei 37°C, 5%
CO2 und 80% relativer Luftfeuchtig-
keit inkubiert. Vorhandene Antikor-
per gegen PMT neutralisieren dessen
zytotoxische Wirkung, die Zellen
bilden einen dichten Rasen. Bei An-
wesenheit yon nicht neutralisiertem
Toxin zeigen die Zellen gehemmtes
Wachstum, und es kommt zu Anhau-
fungen aus abgekugelten Zellen mit
mehreren Auslaufern, so daB eine
netzartige Struktur entsteht. Der Ti-
ter eines Serums entspricht der letz-
ten Verdunnung, bei der noch eine
Neutralisation der Toxinwirkung
festgestellt werden kann. Zur Kon-
trolle der Zytopathogenitat des Pruf-
toxins wurde auf jeder Platte eine
Toxintitration beginnend mit vier
EBL-zytopathischen Einheiten mit-
gefuhrt. Der Titer des Referenzse-
rums aPMTI wurde ebenfalls auf
jeder Platte bestimmt.

Nachweis von Antikorpern gegen
PMT mittels ELISA

Der Nachweis yon Antikorpern ge-
gen PMT im Serum geimpfter Tiere
wurde mit dem DAKO PMT ELISA
(K 009) und dem Zusatzkit fur die
PMT-Serologie (K 038) unter Modi-
fikation der Toxinmenge, ansonsten
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jedoch nach den Angaben des Her-
stellers durchgefiihrt. Von den zu
testenden Proben wurden zunachst
60 ~ mit je 40 ~ einer festgelegten
Menge Toxin 30 min. bei 37°C in
einer 96er-Mikrotiterplatte vorinku-
biert, Als Toxin wurde PMT aus dem
Zusatzkit bzw. eine eigene, in aqua
dest. verdiinnte Toxinpraparation
verwendet. Letztere entsprach der
vierfachen, der nach der Testdefiniti-
on gerade noch als positiv zu bewer-
tenden Menge. Zu 50 ~ dieses
Gemisches wurden 50 ~ Peroxi-
dase-markierte, gegen PMT gerich-
tete Kaninchenantikorper gegeben,
die zuvor in die mit monoklonalen
Antikorpern gegen PMT beschichte-
ten Mikrotiterplatten vorgelegt wur-
den. Nach 45-miniitiger Inkubation
bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler wurden die Vertiefungen 4
mal mit aqua dest. gewaschen und
anschlieBend je 100 ul chromogenes
Substrat (OPD, H202) zugegeben.
Die Reaktion wurde nach 15 Minu-
ten Inkubation bei Raumtemperatur
im Dunkeln mit 100 ~ 0,85 M
H2S04 gestoppt und photometrisch
ausgewertet (Wellenlange 492 nrn!
Referenz 650 nm). Anhand des Ex-
tinktionsmittelwertes der mitlaufen-
den Toxinkontrolle wurde der Cut-
off (= Mittelwert dividiert durch
zwei) bestimmt. Bei Extinktionswer-
ten der Proben unterhalb des Cut-offs
konnte yon einer Hemmung der Bin-
dung des Toxins an die auf der
Mikrotiterplatte gekoppelten mono-
klonalen Antikorper gegen PMT aus-
gegangen werden. Die Berechnung
des Titers erfolgte gemaf den Verga-
ben des Herstellers.

Herstellung eines Pasteurella
multocida Rohtoxins

Ein toxinbildender P. multocida
Stamm (Bezeichnung: 1994), den
Prof. Schimmel (BGA, Bereich Jena)
freundlicherweise zur Verfugung
stellte, wurde 15 h bei 37°C in Him-
Herz-Bouillon angeziichtet. Die
Bakterien wurden durch Zentrifugie-
ren bei 6.500 g und anschlieBendem
Was chen mit PBS gewonnen. Die
Bakterien-Feuchtrnasse wurde zu-

nachst bei -80°C tiefgefroren und
nach dem Auftauen in Aliquots zu 5
ml im Eisbad beschallt (Sonopuls
HD 60, Bandelin electronic, Berlin,
10 min., max. Leistung, Zyklus
30%). Danach wurde der Gesamtan-
satz nochmals fur 15 min. unter
gleichen Bedingungen beschallt.
Der durch Ultrazentrifugation

(30.000 g, 4°C, 1 h) gewonnene
Uberstand, wurde iiber einen 0,22
um-Filter steril filtriert, mit PBS auf
100 ml aufgefullt und zu je 1 ml in
Rollrandflaschen portioniert. Nach
24-sttindiger Gefriertrocknung wur-
den die Behaltnisse mit Gummistop-
fen verschlossen und mit Alumini-
umbordelkappen versehen. Die La-
gerung erfolgte bei +4 bis +8°C.

Herstellung eines anti Pasteurella
multocida Toxin Referenzserums
(aPMT 1)

Zwei Schweine mit einem Korperge-
wicht zwischen 70 und 80 kg wurden
mit einem Impfstoff einmalig i.m.
immunisiert und nach sechs Wochen
geblutet. Der sterilfiltrierte (0,22
J..U11) und hitzeinaktivierte (56°C, 30
min) Serumpool wurde in Portionen
zu 1 ml in 5 ml-Rollrandflaschen
abgefiiIlt, tiefgefroren und iiber 24 h
gefriergetrocknet. Die anschlieBend
mit Gummistopfen und Aluminium-
bordelkappen verschlossenen Be-
haltnisse wurden bei +4 bis +8°C
gelagert.

Ergebnisse

Methoden, die im Rahmen der Wirk-
sarnkeitsprlifung yon Impfstoffen ein-
gesetzt werden, miissen ausreichend
zuverlassige Resultate erbringen. Die
Reproduzierbarkeit yon Ergebnissen
sowohl im ELISA als auch im Zellkul-
tur-Neutralisationstest ist aus der Ta-
belle zu ersehen. In dieser Tabelle sind
die Titer yon Wiederholungsbestim-
mungen des bei allen Tests mitgefuhr-
ten Referenzserums (aPMT1) zusam-
mengefaBt. Die Ergebnisse im ELISA
wurden an unterschiedlichen Tagen
mit zwei verschiedenen Hersteller-
chargen des ELISA-Kits ermittelt.
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Tabel/e: Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im Zelfkultur-Neutralisationstast (EBL-SNT) und im DAKO-ELISA

Methode Anzahl der hOchster niedrigster mittlerer Standard- Variationskoeffizient
Bestimmungan (n) Titgr (/og2-1) TitGr (log2-1) Titer (log2-') abweichung (°(0)

DAKO-ELISA 8 4,88 4,25 4,47 0,26 5,8
EBL-SNT 313 4 2 3,26 0,47 14,25

Ergebnisse von Wiederholungsbestimmungendes anti Pasteurella mu/ticoda Toxin Titers eines Referenzserumsvom Schwein (aPMT1).
Vergleich eines modifizierten kommerziellenELiSAs (OAKO,Danernark)mit einem Neutralisationstestauf embryonalen bovinen Lungenzellen.

Einzelergebnisse in der Zellkultur
wurden auf verschiedenen Gewebe-
kulturplatten errnittelt, wobei bis zu
sieben Mikrotiterplatten parallel an
einem Tag angesetzt wurden.
Wie an den jeweils mittleren Ti-

tern des Serums zu erkennen ist,
erwies sich der ELISA, verglichen
mit dem Zellkulturtest fur die Be-
stimmung des anti Pasteurella mul-
tocida Toxin Titers bei diesem vom
Schwein stammen den Referenzse-
rum als geringfugig sensitiver. Auf
EBL-Zellen schwankte der Titer
zwischen 1:22 und 1:24, wobei der
niedrige Titer nur bei einer der 313
Wiederholungsbestimmungen auf-
trat. Auffallig war, daB der Titer im
Laufe eines lahres von anfanglich
1:23 auf spater 1:24 anstieg. Ein
Einfluf der Zellkulturpassage kann
als Ursache ausgeschlossen werden,
da zwischendurch auf Zellen niedri-

20-,---------------,------------------------------------,

gerer Passagezahl gewechselt wurde,
ohne daB dies einen EinfluB auf das
Ergebnis ausubte (in den Untersu-
chungen wurden EBL-Zellen zwi-
schen der 100.-135. Kulturpassage
verwendet). Der inter-assay Variati-
onskoeffizient liegt beim EBL-SNT
mit 14,25% hoher als beim ELISA,
dessen inter-assay Variationskoeffi-
zient ein Schwanken der Standardab-
weichung urn den Mittelwert von
lediglich 5,8% anzeigt.
In Abbildung 1 ist die Korrelation

von Ergebnissen nach Titerbestim-
mung mittels DAKO-ELISA und
EBL-SNT dargestellt. Sowohl fur
Meerschweinchen- als auch fur
Schweineseren liegen die Daten-
punkte eng um die eingezeichntete
Regressionsgerade. Der ermittelte
Korrelationskoeffizient (r) liegt fur
Meerschweinchenseren bei 0,88 und
fur Schweineseren bei 0,93.
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Abbildung 1: Korrelation der anti Pasteurella multocida Toxin Titer zwischen Zellkul-
tur-Neutralisationstest (EBL-SNT) und DAKO-ELISA.
Ein Datenpunkt entspricht einem Serum, dessen anti Pasteurella multocida Toxin Titer
sowohl im modifizierten ELISA (DAKO, Oanernark) als auch im Zellkulturtest auf
embryonalen bovinen Lungenzellen ermittelt wurde. Die Regressionsgerade wurde
unter Einbezug alier Datenpunkte errechnet. n: Anzahl untersuchter Seren,
r: Korrelationskoeffizient.
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In Abbildung 2 ist die Fahigkeit
verschiedener Impfstoffe zur Induk-
lion van Antikorpern gegen PMT
nach Verabreichung an Meer-
schweinchen dargestellt. Ein Balken
entspricht dem mittleren Titer einer
Charge bei Priifung in drei bis funf
Tieren. Der Variationskoeffizient bei
Tieren innerhalb einer einheitlich
behandelten Gruppe lag zwischen 5
und 30%. Bei der Immunisierung mit
Impfstoff 1 konnte bei zwei Priif-
gruppen (Chargen) jeweils ein Tier
beobachtet werden, welches auch
nach zweimaliger Immunisierung
keine Titer gegen PMT ausbildete.
Der mittlere Titer von (1:23.26) des

stets mitgefuhrten Referenzserums
aPMTl ist als waagerechter Balken
eingezeichnet. Mit Ausnahme von
Impfstoff Nr. 4 waren alle PAR-
Impfstoffe in der Lage einen Titer
von mindestens 1:25•26 (zwei log2-
Stufen iiber dem Titer des Referenz-
serums aPMTl), in der Abbildung
als grau unterlegter Bereich gekenn-
zeichnet, zu induzieren .
Bei Impfstoff 4 konnte nur eine

von sechs gepriiften Chargen im
Meerschweihchen nachweisbare Ti-
ter gegen PMT erzeugen. Die einzige
positive Charge erreichte den oben
genannten Grenzwert. Die bei Prii-
fung im Meerschweinchen positive,
sowie zwei negative Chargen dieses
Impfstoffes wurden zusatzlich im
Schwein durch Immunisierung ge-
maf den Vorgaben des Herstellers
gepruft. Zwei bis sechs Wochen
nach der Zweitimmunisierung konn-
ten nur bei der Charge, die im
Meerschweinchen eine melsbare Im-
munantwort bewirkte, auch im
Schwein Antikorper gegen PMT
nachgewiesen werden. Beide, bei der
Priifung im Meerschweinchen nega-
tiven Chargen waren auch im
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Schwein nicht in der Lage, nach-
weisbare Titer zu induzieren.

Diskussion

Methoden zur Qualitatskontrolle von
lmpfstoffen mussen zuverlassige Re-
sultate liefern. Sowohl EBL-SNT als
auch ELISA erbringen gut reprodu-
zierbare Ergebnisse. Nach Tijssen
(1985) ist ein inter-assay Variations-
koeffizient von weniger als 10% fur
einen ELISA ausreichend. In Wie-
derholungsbestimmungen mit dem
ELISA konnte dieser Wert deutlich
unterschritten werden. Ein inter-
assay Variationskoeffizient von
14,25% im Zellkultur-Neutralisati-
onstest kann fur ein soIches biologi-
sches System mit rein visueller Aus-
wertung ebenfalls als ausreichend
angesehen werden.
Im Gegensatz zu unseren Untersu-

chungen weisen Alt et al. (1993)
dem EBL-SNT gegenuber dem ELI-
SA fur die Bestimmung der anti-
PMT-Titer in Schweineseren eine
hohere Sensitivitat zu. MaBgebend
fur diese differierenden Beobachtun-
.gen durften unterschiedliche Bewer-
tungen des Grades zytopathischer
Veranderungen bei der visuellen
Auswertung durch verschiedene Un-
tersucher sein. Obwohl immer von
derselben Person ausgewertet wurde,
konnte in unseren Untersuchungen
im Laufe eines Jahres ein urn etwa
eine log2-Verdunnungsstufe anstei-
gender Titer des stets mitgefiihrten
Referenzserums beobachtet werden.
Auch dies durfte auf die doch sub-
jektive visuelle Auswertung des
Zellkulturtestes zuruckzuftihren sein.
Urn quantitative Schwankungen in-
nerhalb und zwischen verschiedenen
Laboratorien moglichst gut auszu-
gleichen, sollte daher die Bewertung
von Priifseren im Rahmen der Quali-
tatskontrolle von lmpfstoffen grund-
satzlich nur in Relation zu einem
Referenzserum erfolgen. Auch im
ELISA sollte trotz der objektiven
photometrischen Auswertung nicht
auf den Vergleich zu einem Refe-
renzserum verzichtet werden. Das im
Paul-Ehrlich-Institut hergestellte Re-
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Abbildung 2: Bildung Pasteurella multocida Toxin neutralisierender Antik6rper im
Meerschweinchen nach zweimaliger Applikation einer fUnftel Schweinedosis.
Vergleichende Untersuchung verschiedener inaktivierter Impfstoffe gegen die
progressive atrophische Rhinitis des Schweines hinsichtlich ihrer Fahiqkelt zur
Induktion von Antik6rpern gegen Pasteurella multocida Toxin im Meerschweinchen.
Impfstoffe 1 bis 10 enthalten gemaB den Vorgaben der Hersteller Pasteurella muttoci-
da Toxoid, Impfstoff 11 einen nicht toxinbildenden Pasteurella multocida Stamm. Ein
Balken stellt den mittleren Titer einer Imfstoffcharge bei Prufunq in drei bis funf
Meerschweinchen dar. 400-600 9 schwere SPF-Tiere wurden zweimal im Abstand
von drei Wochen mit einem Funftel der fur Mutterschweine vorgesehenen Dosis
immunisiert. Die Bewertung der Titer erfolgte drei Wochen nach der Zweitimmunisie-
rung im Zellkulturneutralisationstest auf embryonalen bovinen Lungenzellen. Der
horizontale Balken zeigt den mittleren Titer des stets rnitqepruften Referenzserums
aPMT1 an . Der grau unterlegte Bereich kennzeichnet die im Rahmen der staatlichen
Prufunq von Impfstoffchargen bei Prufunq im Meerschweinchen vorgeschlagene
Mindestanforderung an die Pasteurella multocida Toxoid Komponente.

ferenzserum (aPMTl) zeigte in bei-
den Testsystemen gut reproduzierba-
re Titer (siehe Tabelle) und kann fur
Vergleichsuntersuchungen zur Ver-
fugung gestellt werden.
Die von Alt et al. (1993) beschrie-

bene gute Korrelation von Ergebnis-
sen bei der Bestimmung von anti-
Toxin-Titern in Schweineseren im
EBL-SNT und im ELISA konnte in
unseren Untersuchungen auch fur
Meerschweinchenseren bestatigt
werden. Der Korrelationskoeffizient
von 0,88 zeigt, daB auch bei dieser
Spezies ein sehr enger Zusammen-
hang zwischen toxinneutralisieren-
den (Zellkultur) und toxinbindenden
(ELISA) Antikorpern besteht. Fur
die Beschichtung der Mikrotiterplat-
ten wird ein von Foged (1988) be-
schriebener monoklonaler Antikor-

per verwendet, der in vivo und in
vitro das PMT neutralisiert (personli-
che Mitteilung des Herstellers). Die
Bindung dieses Beschichtungs-Anti-
korpers an ein Epitop, welches neu-
tralisierende Antikorper induziert,
durfte die gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse zwischen beiden Metho-
den erklaren.
Andere eigene Untersuchungen

haben gezeigt, daB die im ELISA
bzw. im EBL-SNT eingesetzte To-
xinkonzentration einen groBen Ein-
fluB auf die zu ermittelnden Titer
ausubt. Das fur beide Methoden ver-
wendete Referenz-Rohtoxin behielt
seine EBL-zytopathische Wirkung
bei Lagertemperaturen von +4 bis
+8°C im lyophilisierten Zustand
uber mindestens 18Monate und nach
Resuspension und anschlieBender
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Lagerung bei gleicher Temperatur
uber mindestens 3S Wochen bei
(Oppling et al. 1994). Die Verwen-
dung eines Referenzserums zum ei-
nen und die hohe bio1ogische Stabili-
tat des PMT-Rohtoxins zum anderen
ermoglichen es, diesbezuglich be-
dingte Fehler auf ein Minimum zu
reduzieren.
Beide Testsysteme erlauben einen

sensitiven, miteinander korrelieren-
den und gut reproduzierbaren Nach-
weis von Antikorpern gegen das
PMT in Schweine- und Meer-
schweinchenseren. Trotz der einfa-
cheren Handhabung des ELISA ist
fur die Wirksamkeitsprufung der
PMTd-Komponente von PAR-Impf-
stoffen derzeit der EBL-SNT vorzu-
ziehen, da aile zur Durchfiihrung des
EBL-SNTs erforderlichen Materiali-
en frei zugangig sind. Eine auf dem
ELISA basierende Prufung ware hin-
gegen stets von den kommerziellen,
patentrechtlichen bzw. vertriebstech-
nischen Interessen des Herstellers
abhangig.
Nach zweimaliger Applikation ei-

ner fiinftel Schweinedosis waren aIle
gepruften PAR-Impfstoffe, mit Aus-
nahme des Impfstoffes 4, in der
Lage, im Meerschweinchen einen
um zwei log2-Stufen hoheren Titer
als das Referenzserum aPMT 1 zu
induzieren. Ein als Negativkontrolle
mitgefiihrter, nicht fur die Indikation
PAR zugelassener Impfstoff, der nur
nieht toxinbildende Pasteurella mul-
tocida enthielt, induzierte erwar-
tungsgemmaf keine Antikorper ge-
gen das PMT. Uber die Wirksamkeit
der Chargen, die sowohl im Schwein
als auch im Meerschweinehen kei-
nen naehweisbaren Titer erbrachten,
kann bislang keine Aussage getrof-
fen werden, da derartig aufwendige
Versuche nur von Chargen, die im
Rahmen von Zulassungsverfahren
gepruft werden, vorliegen. FUr Impf-
stoff 4 mussen daher neue klinische
Untersuchungen uber die Wirksam-
keit der PMTd-Komponcntc des
Impfstoffes angefordert werden.
Alle anderen uberschritten den

vorgeschlagenen Mindesttiter. FUr
diese Impfstoffe liegen aussagekraf-
tige klinische Untersuchungen iiber
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deren Wirksamkeit im Schwein vor.
Ohne den tatsachlich protektiven Ti-
ter genau zu kennen, sollte daher der
von den als wirksam eingestuften
Impfstoffen erreichte Titer als
Grenzwert fur die Beurteilung der
PMTd-Komponcntc von PAR-Impf-
stoffen herangezogen werden. Die
Ubereinstimmung der Ergebnisse bei
paralleler Prufung von drei Chargen
des Impfstoffes 4 in Schwein und
Meerschweinchen zeigt, daB die Re-
sultate vom Labortier auf das Zieltier
qualitativ iibertragbar sind. FUr den
Nachweis einer quantitativen Korre-
lation sind weitere Untersuchungen
erforderlich.
Die vorgestellte Methode ist fur

die Bewertung der PMTd-Kompo-
nente von PAR-lmpfstoffen geeignet
und ermoglicht es, Impfstoffe niedri-
ger von solchen hoherer Wirkung zu
unterscheiden. Der tierexperimentel-
Ie Teil besteht nur noch aus der
zweimaligen subkutanen Verabrei-
chung von geringen Volumina (0,4-
1 ml) des Prufimpfstoffes an Tiere
mit mehr als 400 g Korpergewicht
und einer Blutentnahme. Die Bela-
stung ist damit gering. Eine Applika-
tion von Toxin oder Bakterienkultur
ist nicht erforderlich. Im Rahmen
unserer Untersuchungen konnte bei
keinem der geimpften Tiere eine
sichtbare Beeintrachtigung des
Wohlbefindens beobachtet werden.
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