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fiir den Zytotoxinhemmungstest. Ebenso
wird ein Abgleich der ermittelten Werte,
angegeben in SNE/ml, mit dem interna-
tionalen Standardserum durchgefiihrt. Um
die Gleichwertigkeit der in vitro Methode
zu demonstrieren, ist des weiteren ein di-
rekter Vergleich zwischen dem Neutrali-
sationstest in der Maus und der Ersatzme-
thode geplant.

Die Untersuchungen werden im Rah-
men eines vom BMBF geforderten Pro-
jektes durchgefiihrt.
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Zusammenfassung

Die Wirksambkeit von Clostridium (C.) perfringens-Impfstoffen wird
nach der Monographie 363 der Europdiischen Pharmakopée in einem
Tierversuch gepriift. Als Ersatz fiir die nach Arzneibuch geforderten
Méiuse-Neutralisations-Tests (MNT) fiir Clostridientoxine wurde ein
Capture-ELISA zum Nachweis von Betaantitoxin sowie ein Competi-
tive-ELISA zum Nachweis von Epsilonantitoxin entwickelt. Beide
Testsysteme arbeiten mit monoklonalen Antikorpern zur quantitativen
Bestimmung der zu iiberpriifenden Antitoxine.

Der Beta- und Epsilonantitoxingehalt von insgesamt 523
Proben wurde parallel zur Routinechargenkontrolle im MNT
mit den ELISA-Methoden gepriift. Beide ELISAs erwiesen sich
als sehr spezifische, reproduzierbare und geeignete Methoden,
um den geforderten MNT ersetzen zu kinnen. Im Rahmen einer
Pravalidierungsstudie wurde die Anwendbarkeit der Standard-
arbeitsanweisungen sowie die Ubertragbarkeit der ELISA-
Methoden in andere Laboratorien iiberpriifi. Die Studie konnte
die Eignung beider ELISAs als Ersatzmethoden zum MNT fiir
die Chargenpriifung von beta- und epsilontoxoidhaltigen
Veterindrimpfstoffen bestdtigen.

Summary: Development and prevalidation of alternative methods
for the potency testing of C. perfringens vaccines

The requirements for the quality control of C. perfringens
vaccines for veterinary use are described in the monograph 363
of the European Pharmacopoeia (Ph. Eur.). In the current used
potency test neutralising antibodies against C. perfringens beta-
and epsilontoxin are determined in a mouse neutralisation test
(MNT). Two ELISA methods were developed for the replacement
of the MNT. Both methods use monoclonal antibodies to determi-
ne the quantity of specific antibodies against beta toxin (Capture-
ELISA) and epsilon toxin (Competitive-ELISA) in vitro. In
parallel to the routine batch potency test in mice, the beta- and
epsilonantitoxin levels in 523 samples were estimated in the
ELISA procedures. A high specificity and a good reproducibility
are evident for both test systems. An interlaboratory prevalidati-
on study was carried out to evaluate the relevance and the
transferability of the ELISA procedures. It is concluded that both
ELISA systems seems to be suitable alternative methods for
assessing the potency of beta- and epsilontoxoid in batches of
vaccines for veterinary use.
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1 Einleitung

Fiir die Wirksamkeitspriifung von C. per-
fringens beta- und epsilontoxoidhaltigen
Veterindrimpfstoffen ist in der Monogra-
phie ,.Clostridium perfringens vaccine for
veterinary use* der Européischen Pharma-
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kopoe (Ph. Eur.) ein zweigeteilter Tierver-
such vorgeschrieben. Zuniichst werden 10
Kaninchen mit dem zu priifenden Impf-
stoff immunisiert. Der Pool aus den ge-
wonnenen Kaninchenseren wird danach in
einem Méiuse-Neutralisations-Test (MNT)
auf seinen Gehalt an Antitoxinen unter-

sucht. Es ist davon auszugehen, dafB al-
lein fiir die Priifung der in Deutschland
zugelassenen Clostridien-Immunpriparate
mindestens 16.300 Miuse pro Jahr einge-
setzt werden (Weifier and Hechler, 1997).
Das Ziel der vorgestellten Untersuchun-
gen war es, den stark belastenden MNT
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bei der Qualititskontrolle von C. perfrin-
gens-Veterindrimpfstoffen durch serologi-
sche Methoden zu ersetzen. Hierfiir wur-
den ELISA-Systeme zur quantitativen
Bestimmung von AntiktGrpern gegen Beta-
und Epsilontoxin unter der Verwendung
von monoklonalen Antikérpern (mAk)
entwickelt und optimiert.

Im Rahmen einer Privalidierung wur-
de die Durchfiihrbarkeit der erstellten
Standardarbeitsanweisungen (SOPs) so-
wie die Ubertragbarkeit der Methoden in
andere Laboratorien tiberpriift. Neben dem
Entwicklungslabor waren drei weitere In-
stitute einbezogen, die jeweils drei codier-
te Kaninchenseren im Capture- und Com-
petitive-ELISA wiederholt austesteten.

2 Material und Methoden

Die in den ELISA-Systemen eingesetzten
Antigene (Beta- und Epsilontoxin) sowie
die Kaninchenreferenzseren waren kom-
merziell nicht erhiltlich und wurden da-
her in gréBerer Menge selbst hergestellt.
Die Referenzseren wurden im Tierversuch
an den internationalen Standardpriparaten
der WHO auf ihre jeweilige Antitoxinwer-
tigkeit liberpriift und definiert. Fiir die Pro-
duktion der mAk wurden die Hybridom-
zellen in Bioreaktoren kultiviert und affi-
nititschromatographisch aufgereinigt.

Die gepriiften Kaninchenseren wurden
von den Impfstoffherstellern zur Verfii-
gung gestellt.

2.1 Capture-ELISA

In diesem ELISA werden mAk gegen Be-
tatoxin als Beschichtungsantikdrper ein-
gesetzt, die im nachfolgenden Schritt aus
einem Bakterienkulturiiberstand spezi-
fisch Betatoxin herausfangen und binden.
Die zu untersuchenden Kaninchenseren,
die polyklonale Antikorper (pAk) gegen
Betatoxin enthalten, werden austitriert und
binden an den prisentierten Antigenen.
Uber einen enzymmarkierten Zweit-An-
tikorper werden die pAk schlieBlich de-
tektiert (Ebert, 1995; Ebert et al., 1996).

2.2 Competitive-ELISA

Die Kaninchenseren mit pAk werden auf
antigenbeschichteten Mikrotiterplatten
austitriert und konkurrieren dort mit kon-
stant eingesetzten mAk um die gleiche
Bindungsstelle am Epsilontoxin. Nachge-
wiesen werden nur die gebundenen mAK.
Indirekt wird dann die Menge der ,.ver-
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dringten* pAk berechnet. Die Detektion
erfolgt mittels eines enzymmarkierten
Zweit-Antikorpers.

2.3 Auswertung

Die relative Wertigkeit der Kaninchense-
ren wurde iiber ihren Antitoxingehalt in
Bezug zu einem Referenzserum mit defi-
nierter Wertigkeit, das auf jeder Testplat-
te mitgefithrt wurde, mittels parallel line
assay (RelPot 3.1, National Veterinary
Service Laboratory, USA) bestimmt. Die
ermittelten in vitro Ergebnisse wurden mit
den bekannten in vivo Daten (MNT) aus
der Chargenpriifung verglichen und Kor-
relationsstudien erstellt. Des weiteren
wurde die Reproduzierbarkeit der ELISA-
Systeme mittels intra- und inter-assay-
Variationskoeffizienten bestimmt.

2.4 Privalidierung

Im Rahmen einer Priivalidierungsstudie
wurde nach Curren et al. (1995) die Giil-
tigkeit der erstellten Standardarbeitsan-
weisungen sowie die Ubertragbarkeit der
ELISA-Systeme in 3 weiteren Laborato-
rien iiberpriift. Variationen innerhalb so-
wie zwischen den Laboratorien wurden
ermittelt. Des weiteren wurde das Ranking
der Testseren, basierend auf den in vive
und den in vitro Daten, verglichen.

3 Ergebnisse

Die Spezifitiit der ELISA-Systeme wurde
untersucht und konnte bestitigt werden.
Fiir den Capture-ELISA konnte die Re-
produzierbarkeit mit einem intra-assay-
Variationskoeffizienten (Vk) von 2% und
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einem inter-assay-Vk von 18% angegeben
werden. Reproduzierbarkeitsstudien im
Competitive-ELISA zeigten einen intra-
assay-Vk von ebenfalls 2% und einen in-
ter-assay-Vk von 20%.

Beim Vergleich der Daten aus dem MNT
mit den ermittelten Capture-ELISA-Ergeb-
nissen fiir 346 untersuchte Kaninchenserum-
proben konnte ein Korrelationskoeffizient
von r=0,88 errechnet werden. Dieser zeigt
eine signifikante Korrelation fiir p<0,01 an
(Cavalli-Sforza, 1972). Wertigkeitsbestim-
mungen von 177 Kaninchenseren, die im
Competitive-ELISA vergleichend zum
MNT gepriift wurden, zeigen ebenfalls eine
signifikante Korrelation (r=0,41; p<0,01).

Die Ergebnisse der Privalidierungsstu-
die sind in der Abbildung 1 fiir den Cap-
ture-ELISA und in Abbildung 2 fiir den
Competitive-ELISA dargestellt. Die co-
diert untersuchten Testseren (1 bis 3) zeig-
ten bei allen vier Laboratorien (A bis D)
im Capture-ELISA dasselbe Ranking wie
im MNT. Die inter-assay-Vk sowie die Vk
zwischen den Laboratorien lagen bei 20%.
Die nach dem MNT bestehende Rangfol-
ge der im Competitive-ELISA untersuch-
ten Seren (4 bis 6) konnte von 3 der 4 La-
boratorien bestiitigt werden. Nach den
Daten von Labor B zeigten die Testseren 5
und 6 eine umgekehrte Rangfolge im Com-
petitive-ELISA. Die inter-assay-Vk lagen
zwischen 10% und 40%, die Vk zwischen
den Laboratorien stets unter 20%e

4 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dall sowohl der
Capture-ELISA zum Nachweis von Beta-
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Abbildung 1: Préavalidierungsstudie des Capture-ELISA zum Nachweis von Betaantito-
xin in Kaninchenseren. Teilnehmende Laboratorien: A bis D, Serenbezeichnung: 1 bis
3, vergleichende Mauseneutralisationstest-Daten: MNT.
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Abbildung 2: Pravalidierungsstudie des Competitive-ELISA zum Nachweis von Epsi-
lonantitoxin in Kaninchenseren. Teilnehmende Laboratorien: A bis D, Serenbezeich-
nung: 4 bis 6, vergleichende Mauseneutralisationstest-Daten: MNT.

antitoxin als auch der Competitive-ELI-
SA zum Nachweis von Epsilonantitoxin
in Kaninchenseren als geeignete in vitro
Methoden fiir den MNT angesehen werden
konnen. Beide serologischen Methoden
sind durch die Verwendung von mAk hoch
spezifisch. Die ermittelten Reproduzierbar-
keiten innerhalb einer Testplatte (Vk =2%)
und zwischen den Testplatten (Vk = max.
20%) liegen fiir beide ELISA-Systeme in
einem fiir Immunoassays zuldssigen Be-
reich (Tijssen, 1988; Kemeny, 1994; DAB
10 Immunchemische Methoden, 1996). Die
Korrelationsstudien zwischen den MNT-
Daten und den Wertigkeitsbestimmungen
im Capture-ELISA zeigten eine hohe Signi-
fikanz an. Damit konnte bestitigt werden,
daf die Aussagekraft beider Testsysteme in
Bezug auf den Nachweis von Betaantito-
xin sehr dhnlich ist.

Die Vergleichsstudien zwischen MNT
und Competitive-ELISA zeigten mit
r=0,41 einen nur niedrigen Korrelations-
koeffizienten an. Fiir eine Probenmenge
von n=177 zeigt dieser aber dennoch eine
Signifikanz fiir p<0,01 an.

Nach diesen Ergebnissen im Entwick-
lungslabor wurde die Ubertragbarkeit in
weitere Laboratorien untersucht. Die Spe-
zifitdt sowie die Reproduzierbarkeit der
ELISA-Systeme konnte in diesen Studi-
en bestitigt werden. Alle Teilnehmer er-
kannten Serum Nr. 1 im Capture-ELISA
eindeutig als Betaantitoxin-Negativ. Das
Ranking der Testseren aller Labors stimmt
mit dem Ranking aus dem MNT iiberein.
Damit konnte die Relevanz und Validitiit
des Capture-ELISA als mogliche Ersatz-
methode zum Betaantitoxinnachweis im
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MNT eindeutig belegt werden. Die Priva-
lidierung des Competitive-ELISA besti-
tigte dessen Eignung als Ersatzmethode
zum MNT fiir den Nachweis von Epsilon-
antitoxin nur bedingt. Drei von vier La-
bors konnten das vom MNT vorgegebene
Ranking der Testseren mittels ELISA be-
stitigen. Labor B jedoch ermittelte eine
umgedrehte Rangfolge der Seren Nr. 5 und
6.

Mit der Entwicklung und Privalidierung
der beiden beschriebenen ELISAs sind
entscheidende Vorarbeiten geleistet wor-
den, um als in vitro Systeme bei der Wirk-
samkeitspriifung von beta- und epsilonto-
xoidhaltigen Clostridium perfringens-
Impfstoffen eingesetzt zu werden. Eine
internationale Validierungsstudie mit ei-
ner hoheren Teilnehmerzahl sowie einem
groferen Probenumfang, der insbesonde-
re auch grenzwertige Proben enthilt, soll-
te durchgefiihrt werden. Wenn eine solche
Studie bestitigt, daf die hier vorgestell-
ten Methoden geeignet sind, kénnen die-
se der Arzneibuchkommission als serolo-
gische Referenzmethoden zum Ersatz des
MNT vorgeschlagen werden.

Unabhingig hiervon kénnen Hersteller
die Methoden produktspezifisch fiir ihre
Impfstoffe priifen und validieren. Eine
Neufassung der Monographie, die bisher
aber erst im Entwurf vorliegt, wird den
Einsatz validierter in vitro Verfahren er-
lauben (Pharmeuropa, 1997).
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