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Schweiz. Arch. Tierheilk. 1719, 437-446, 1977

Aus dem Veterinar-Bakteriologischen Institut der Universitit Bern

Messung von Tetanus-Antitoxin beim Pferd mit dem Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)!

von H. Fey und G. Stiffler-Rosenberg?

Die Messung von Tetanus-Antikérpern mit dem klassischen Schutzversuch
an der Maus ist sehr aufwendig, erlaubt aber direkte Schliisse auf den Schutz-
wert eines Serums. Fur die Prafung des Vakzinationserfolges an zahlreichen
Seren hat man deshalb nach In-vitro-Methoden gesucht. Die indirekte Hamag-
glutination hat sich recht gut bewihrt, allerdings neigen Hamagglutinations-
Methoden mit proteinischen Antigenen zu unspezifischen Reaktionen.

Wir haben 1975 iiber unsere Erfahrungen mit dem Radio Immuno Sorbent
Test (RIST) zum Nachweis von Antikorpern gegen Tetanustoxin berichtet und
dabei festgestellt, dass dessen Spezifitit ausgezeichnet ist und den Nachweis
von nur 0,001 TE/ml gestattet. Es handelt sich dabei um eine ausgesprochene
Massenuntersuchungsmethode. Die damit ermittelten Werte laufen parallel zu
denjenigen, die mit dem klassischen Schutzversuch an der Maus gewonnen
werden.

Radioimmunologische Verfahren haben aber eine Reihe von Nachteilen,
auf die hier nicht eingegangen werden soll. Wir wandten uns deshalb dem ELISA
zu, mit dem wir bei der Messung von Tetanus-Antitoxin in menschlichen Seren
sehr gute Erfahrungen machten (1977). Der ELISA erwies sich als ebenso emp-
findlich wie der RIST, aber als ungleich einfacher in der Durchfithrung. Die mit
beiden Methoden gewonnenen Resultate laufen parallel.

Der ELISA ist ein neues enzym-immunologisches Verfahren, welches ur-
spriinglich aus der Immunohistologie stammt und dem lichtmikroskopischen
oder elektronen-optischen Nachweis von Antigen in Gewebeschnitten dient
(Avrameas, 1969; Nakane und Kawaoi, 1974; Feldmann et al., 1976).

Antikérper werden mit Peroxydase gekoppelt, das Konjugat bindet sich im
Gewebeschnitt spezifisch an das Antigen. Wird H,0, zusammen mit Benzidin
oder anderen Indikatorsubstanzen beigegeben, so wird die Peroxydspaltung
durch einen farbigen Niederschlag angezeigt. Dieser beweist die Anwesenheit
von Antigen, weil das Enzym an den Antikérper und dieser an das Antigen ge-
bunden ist.

Spiiter ist die Methode fiir den Antikérper- und Antigen-Nachweis in vitro
konzipiert worden. Folgende Antigene wurden bisher mit dem ELISA nachge-

1 Arbeit unterstiitzt durch die Fraunhofer-Gesellschaft, Miinchen (In San I-0675-V-043).
2 Adresse: Postfach 2735. CH-3001 Bern.
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wiesen bzw. gemessen: Human-Immunoglobulin G [9, 10], Human-Serumalbu-
min, DNP-Hapten [11] Salmonellen in Lebensmitteln [18], Insulin [17] und
Staphylokokken-Enterotoxin B [14]. Bereits verbreitet ist der Antikérper-Nach-
weis mit ELISA gegen folgende Antigene : Salmonella O-Antigene [6, 7], Brucella
abortus, Y.enterocolitica (8, 22, 23, 24], V.cholerae [16], Schweinepest [22, 23,
24], Trichinella spiralis [12, 23, 24], Malaria [29], Toxoplasma [31, 32], Masern-,
Cytomegalie- und Rubellavirus [30], M-Protein von A-Streptokokken [21],
Rotavirus [25], Rabiesvirus [2].

In der Schweiz haben sich Bruggmann, Keller, Bertschinger und
Engberg [4] wohl als erste dieser Technik bedient, und zwar zum Nachweis von
Antikorpern gegen Mycoplasma suipneumoniae.

Zum Antikorpernachweis mit dem ELISA bentitzen wir folgende zwei
Prinzipien, die in den Abb. 1 und 2 graphisch dargestellt sind:

1. Sandwichverfahren

Bringt man Polystyrol in Kontakt mit Protein, so wird dieses an dessen
Oberfliche gebunden und kann nicht mehr abgewaschen werden (Catt et al.,
1967). Beschichtet man auf diese Weise Polystyrolrshrchen mit Antigen oder
Antikérpern, so erhilt man ein sog. Immunosorbens, an welches spezifisch Anti-
korper bzw. Antigen adsorbiert werden kann.

In unserem Fall wurden Polystyrolrohrchen mit Tetanus-Toxoid beschich-
tet, Tetanus-Antikorper binden sich dann an das Toxoid und kénnen nicht mehr
weggewaschen werden. Nun werden mit Phosphatase markierte Antikorper
gegen das Pferde-Antitoxin zugegeben, welche sich an das Fe-Stiick der Pferde-
Immunoglobuline binden. Nach der Waschung wird farbloses p-Nitrophenyl-
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Abb.1 Schema des ELISA-Sandwich-Verfahrens zum Nachweis von Tetanus-Antitoxin.
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Phosphat als Substrat zugemischt und inkubiert. Das Substrat wird durch die
Antikorper-gebundene Phosphatase zu gelbem p-Nitrophenol dephosphory-
liert, dessen Farbintensitdt bei 403 nm fotometrisch gemessen werden kann.
Aus der Kurve in Abb. 1 geht hervor, dass viel Antitoxin viel Phosphatase-
markierten Antikérper bindet und deshalb einen hohen Extinktionswert auf-
weist.

2. Kompetitives Verfahren

Phosphatase-markiertes Toxoid wird im Réhrchen mit dem gesuchten
Antikérper in Reaktion gebracht und bildet mit diesem einen Komplex. Jetzt
wird eine Polystyrolperle von 6 mm ¢, welche mit Tetanus-Antikorpern be-
schichtet ist, in das Rohrchen gebracht. Da die antigenen Bindungsstellen des
Toxoids bereits mit dem gesuchten Antikérper besetzt sind, konnen die am
Polystyrol-Immunosorbens fixierten Antikorper das Toxoid nlcht binden (Kom-
petition um das markierte Antigen). Beim Waschen wird deshalb alles Toxoid
und damit der Phosphatase-Marker entfernt. Zugefiigtes NPP-Substrat bleibt
farblos.

Fehlen aber Antikorper, so kann markiertes Toxoid von der Polystyrol—
perle adsorbiert werden und wird nicht weggewaschen. Zugefiigtes Substrat wird
deshalb zu gelbem Nitrophenol abgebaut.

Ein hoher Antikérpergehalt hemmt also die Aufnahme von markiertem
Toxoid, was einen niedrigen Extinktionswert ergibt.
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Abb. 2 Schema des kompetitiven ELISA-Verfahrens zum Nachweis von Tetanus-Antitoxin.
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Material und Methoden

Fiir unsere Untersuchung folgten wir in bezug auf die Phosphatase-Mar-
kierung der von Eva Engvall und Perlmann, 1972 [11] beschriebenen Me-
thode. |
Tetanus-Toxoid und -Antitoxinerhielten wir in verdankenswerter Weise von
Herrn Dr. Heiz, Schweiz. Serum- und Impfinstitut Bern: Toxoid (Behring) Op.
631/653, 2600 L;/ml. Antitoxin: Ammonsulfat-Globulin aus Pferde-Antiserum
Nr. 5553 mit 4400 TE/ml. Von Herrn Prof. Barandun, Bern, erhielten wir ein
humanes Immunserum 275 b mit 10 IE/ml (im Tierversuch bestimmt), welches
uns schon in beiden fritheren Arbeiten als Hausstandard diente (1975, 1977).

Pferdeseren: Herr Dr. Leuenberger vom Eidg. Hengstendepot in Avenches
tiberliess uns Seren von 19 Fohlen vor und nach der Immunisierung mit Tetanus-
toxoid.

Alkalische Phosphatase grade VII (P 4502) mit einer Aktivitidt von 1025
E/mg bezogen wir von SIGMA Chem., St. Louis, Missouri 63178, USA, Als
Substrat diente 4-Nitrophenylphosphat-Dinatriumsalz (Hexahydrat) von
Merck, Darmstadt. Es wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,05 M
Na-Carbonat-Bicarbonat ph 9.8 4+ 1 mM Mg Cl, gelést und jeweils frisch zu-
bereitet. Die Polystyrolréhrchen (3 ml) stammten von MILIAN, Boulevard
Helvétique 26, CH-1207 Genéve, und von Petra-Plastic, Schonbiihlstrasse 8,
(C'H-7001 Chur. Die letztgenannten zeigten eine etwas héhere Bindungskapazitit.

Plastic-Perlen &5 6 mm stammten von Precision Plastic Ball Co., 2000 N
Cicero Av., Chicago, 60641 IIL.

Reine Antikérper gegen Pferde-Immunoglobulin gewannen wir mit Hilfe
der Affinitits-Chromatographie aus Kaninchen-Antiserum gegen Pferde-Ig
(Messerli und Fey, 1973; Fey et al., 1976).

Konjugation von Tetanustoxoid bzw. reinem Antikorper Anti-Pferd-Ig mat
Phosphatase (Engvallund Perlmann, 1972 [11]: 300 ul der Phosphatase (PH)-
Suspension in 3,2 M Ammoniumsulfat enthaltend 1,5 mg Protein, werden 10
Min. mit 1000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Sediment mit 100 ul des Toxoids bzw. des spezifischen Antikirpers, enthaltend
5 mg Protein/ml, gemischt. Uber Nacht wird gegen Phosphat-Kochsalz-Puffer
dialysiert (PBS = 0,01 M PO,, 0,99, NaCl pH 7,4). Zum Dialysat gibt man
100 ul Glutardialdehyd, so dass eine Endkonzentration von 0,29, entsteht. Nach
2stiindiger Reaktion bei Zimmertemperatur wird mit PBS auf 1 ml aufgefillt
und erneut iiber Nacht gegen PBS dialysiert. Das Konjugat wird mit einem
Puffer pH 8,1 bestehend aus 0,05 M TRIS + 1 mM MgCl, + 5%, Bovin-Serum-
albumin (BSA) 4 0,029, NaN; auf 10 ml aufgefiillt und in Mengen von 0,5 ml
bei 20 °C aufbewahrt. Es ist nach eigener Erfahrung mindestens neun Monate,
nach der Literatur iiber ein Jahr haltbar.

Réhrchenbeschichtung fiir die Sandwich-Technik:

Jedes Réhrehen wird mit 1 ml Tetanustoxoid, enthaltend 5-10 ug Protein/
ml in 0,1 M Na-Carbonat-Bicarbonat pH 9,6 beschichtet und 3 Std. bei 37 °C |
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inkubiert. Man kann auch Uber Nacht bei Zimmertemperatur bebriiten. Die
Rohrchen kénnen samt der Antigenlosung bei 4 °C vorritig gehalten werden.
Vor Gebrauch werden sie dreimal mit Tween-NaCl gewaschen (0,99, NaCl
0,059, Tween 20). Die noch freien Proteinbindungsstellen werden durch Inku-
bation mit PBS 4- 0,5%, BSA wihrend 1 Std. bei Zimmertemperatur abge-
sattigt.

Wir haben allerdings die Erfahrung gemacht, dass nach dem Waschen mit
Tween-NaCl keine nennenswerten Proteinmengen mehr aufgenommen werden.
Trotzdem halten wir sicherheitshalber an diesem Schritt fest, der die unspezi-
fische Bindung von Reagens an die Rohrchenwand verhindern soll.

Fir den Sandwich-ELISA verfuhren wir, wie frither beschrieben (1977).
Da die kompetitive Methode fiir Pferde-Antitoxinnachweis besser geeignet ist,
wird nachfolgend nur diese im Detail beschrieben. Die Bindung von Anti-Pferd-
Antikorpern an Pferde-IgG hat sich als nicht sehr spezifisch erwiesen, d.h. die
Aufnahme von Phosphatase-markiertem Anti-Pferd-IgG ist unregelméssig.
Offenbar neigt Pferde-IgG im Gegensatz zu Menschen-IgG zu unspezifischer
Adsorption an das System und ist dann nicht mehr quantitativ abwaschbar.
Dasselbe haben wir schon bei bovinem IgG beobachtet (Sturzenegger und
Fey, 1975). .

Kompetitiver ELISA

Beschichtung der Polystyrolperlen:

n Perlen werden in n/2 ml Antitoxin-Verdiinnung iiber Nacht bei Zimmer-
temperatur geschiittelt oder 3 Std. bei 37 °C inkubiert (Antiserum 5553 mit 110
mg Protein/ml, 1/3000 verdiinnt in 0,1 M Na-Bicarbonat pH 9,6). Die optimale
Serumverdiinnung wurde in Vorversuchen anhand der Aufnahme von Toxoid-
Phosphatase-Konjugat ermittelt.

Vor Gebrauch werden die Perlen zweimal mit Tween-NaCl gewaschen und
1 Std. in PBS + 0,19, BSA + 0,059, Tween 20 + 0,029, NaN; inkubiert.

Zur Bindung von Tetanustoxoid-Phosphatase mit dem Serum-Antitoxin
werden die Testréhrchen aus Polystyrol vorerst mit PBS 4 BSA - Tween
20 4 NaN, vorbehandelt, um alle Proteinbindungsstellen zu blockieren. Da-
nach werden in jedes Réhrchen 0,9 ml des Toxoid-Phosphatase-Konjugates,
1/500 in PBS 4 Tween verdiinnt, abgefillt. 0,1 ml des Standardserums (10 IE/
ml), 1/20, 1/40, 1/80 und 1/160 mit dem gleichen Puffer verdiinnt, wird in die
Réhrchen gegeben (Endverdiinnung 1/200 usw.) Die Testseren werden gleicher-
weise, aber im Doppelansatz, in den Endverdinnungen 1 /100 und 1/500 ge-
testet. Inkubation 4-6 Std. bei Zimmertemperatur. Jetzt gibt man in jedes
Rohrchen eine gewaschene Antitoxinperle und inkubiert weiter iiber Nacht bei

Zimmertemperatur.

Ablesung:

Nach dreimaligem Waschen der Perlen in den Testréhrchen wird je 1 ml
Substrat NPP 1 mg/ml in 0,05 M Na-Bicarbonat pH 9.8 4 1 mM MgCl, ein-
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pipettiert und 30-60 Min. bei Zimmertemperatur inkubiert. Danach wird die
enzymatische Reaktion durch Zugabe von je 0,1 ml 2 M NaOH gestoppt und die
Intensitit der Gelbfiarbung bei 403 nm im Spektrofotometer gemessen. Die
Dauer der Inkubation richtet sich nach der Gelbfarbung der Negativkontrolle,
deren Extinktion 0,8 nicht tiberschreiten sollte.

Negativkontrolle: Serum eines Fohlens vor der Toxoid-Vakzination, 1/100
verdiinnt, soll die Bindung von markiertem Toxoid an die Antitoxinperlen nicht
hemmen.

Auswertung

An jedem Untersuchungstag muss das Standardserum mitgepriift werden,
weil die unspezifische Aufnahme von Antikérpern durch die Polystyrolperlen
nicht bei jedem Experiment identisch ist.

Die mit dem Standardserum ermittelten Extinktionswerte werden in Form
einer Regressionsgeraden aufgezeichnet Die Standardkurve verliuft sigmoid,
und es werden deshalb fiir die Regressionsgerade nur diejenigen Werte beriick-
sichtigt, die im linearen Bereich liegen. Von den zu priifenden Antiseren werden
Doppelbestimmungen gemacht. Fur die Berechnung des Antitoxingehaltes wird
diejenige Verdiinnung gewihlt, deren Extinktionswert in den linearen Teil der
Standardkurve fillt (s. Abb. 3).

OD 403 nm

0,21

Antitoxingehalt

-1,3 -1,6 X -ll,9 -2,2 log IE/mI
-2,0

Abb. 3 Standardkurve, erstellt mit dem Standardserum 275b, zur Berechnung des Antitoxin-
gehaltes eines unbekannten Serums mit dem kompetitiven ELISA.
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Tab. 1 Beispiel einer Standardkurve und der Auswertung eines Pferde-Anti-
serums (Standardserum Nr. 275b, 10 IE/ml).

Verdinnung  IE/ml log TE/ml OD 403 nm Regressionswerte
1/200 0,05 -1,3 0,18 x =-1,75

1/400 0,025 -1,6 0,34 v = 0,445
1/800 0,0125 -1,9 0,54 a = -0,01

1/1600 0.006 -2,2 0,72

Ein Pferde-Antiserum S zeigte bei einer Verdiinnung von 1/500 eine Ex-
tinktion von 0,6. Der Antitoxingehalt liegt demnach bei log IE/ml -2,0. Anti-
log = 0,01; x 500 — 5,0 IE/ml.

Resultate

Wir untersuchten 19 Seren von Fohlen vor und nach der Impfung mit
Tetanustoxoid. Die Impfungen erfolgten am 30.11.76 und 2.2.77, die zweite
Biutentnahme am 17.2.77.

Alle Seren vor der Impfung erwiesen sich als negativ, alle Seren nach der
Impfung als positiv. Zehn der Immunseren wurden an vier verschiedenen Tagen
getestet und die Streuung der gemessenen Antitoxin-Einheiten berechnet (Tab.
2).

Tab. 2 Antitoxinwerte von zehn Tetanus-immunisierten Fohlen, viermal an wverschiedenen
Tagen bestimmt.

Serum Nr. Antitoxingehalt IE/ml
xEs
11 6,2 + 1,2
12 8,4 + 1,3
13 8,7+ 0,5
15 4,1 + 1,2
17 5,6 & 0,7
18 52 + 0,6
19 12,5 + 1,7
20 9,6 + 0,6
21 17,6 + 0,2
24 7,1 + 1,0

Standardserum Nr. 275 b = 10 IE/ml -
Polystyrolperlen-Beschichtung mit Serum anti Tetanus Nr. 5553, 4400

IE/ml, verdiinnt 1/3000 in 0,1 M Na-Bicarbonat pH 9,6.
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Diskussion

Die routinemissige Priifung des Immunisierungserfolges mit Tetanus-
toxoid hat bisher bei Mensch und Tier Probleme aufgegeben. Der Schutzversuch
am Tier wird nur in spezialisierten Instituten ausgefiithrt und setzt Erfahrung
voraus. Das gleiche gilt fiir den von uns vorgeschlagenen Radio Immuno Assay.
Der ELISA beseitigt diese Schwierigkeiten und ist auch fir die Untersuchung
von Einzelseren praktikabel. Er ist der indirekten Hédmagglutination vorzu-
ziehen, weil die Polystyrolrohrchen viel einfacher als Erythrozyten mit Antigen
zu beladen sind.

Der grosse Vorteil beim ELISA liegt in der Haltbarkeit des Phosphatase-
markierten Reagens (Antikorper oder Toxoid). Wir haben 1977 auch einen
visuell ablesbaren ELISA beschrieben, der die Untersuchung noch leichter
macht, ohne dass die Reproduzierbarkeit der Methode wesentlich beeintrachtigt
wiirde. Dabei wird das Standardserum wie das Probandenserum 1/200-3200 ver-
diinnt, und die Rohrchen mit vergleichbarer Gelbfirbung werden einander ge-
geniibergestellt. Dies erlaubt eine recht gute Schitzung des Antitoxingehaltes
im Probeserum.

Fiir eine offizielle Angabe des Serumantikoérper-Gehaltes in internationalen
Einheiten kann nach wie vor nicht auf den Schutzversuch verzichtet werden.
Hingegen eignet sich der beschriebene ELISA als einfacher Labortest gut fiir die
Prifung desImpferfolges, fiir die Qualitéitsbeurteilung von Antiseren und fir die
Untersuchung der Titerbewegung von toxoidimmunisierten Patienten.

Aufgrund unserer Erfahrung mit ELISA und dem RIST, die beide von ver-
gleichbarer Empfindlichkeit sind, glauben wir, dass der viel leichter zu hand-
habende ELISA auf zahlreichen serologischen Gebieten die radioimmunologi-
schen Methoden verdrangen wird.

Zusammenfassung

Der Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) eignet sich vortrefflich als
einfache Labormethode zum Nachweis und zur Messung von Tetanus-Antitoxin bei
Mensch und Tier. Die Technik wird beschrieben und anhand von viermal wiederholten
Untersuchungen an zehn Seren von immunisierten Fohlen gezeigt, dass die Methode re-
produzierbar ist. In unserem Laboratorium hat deshalb der ELISA den Radioimmuno-
sorbent-Test ersetzt.

Résumé

Le Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) convient trés bien comme
méthode de laboratoire simple pour la mise en évidence et pour la mesure de 'antitoxine
tétanique chez ’homme et I'animal. La technique est déerite et a l'aide de quatre exa-
mens répétés avece le sérum de 10 poulains il a été démontré que la méthode peut étre re-
produite. Dans notre laboratoire 'ELISA remplace le Radio-Immuno-Sorbent-Test.

Riassunto

Il metodo ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) costituisce una ottima
teenica routinaria per la dimostrazione e la titolazione della antitossina tetanica nell uomo
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e negli animali. Nel presente lavoro la tecnica in questione viene descritta nei particolari.
La ripetizione per un certo periodo di tempo delle analisi di dieci sieri di puledri immuniz-
zati, ha dimostrato la riproducibilita del metodo. Per questi motivi la tecnica ELISA ha
sostituito nel nostro laboratoric il test di radio-immuno-assorbimento.

Summary

The Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) is a simple and reliable method
for the detection and quantitation of Tetanus antitoxin in man and animals. A detailed
description of the method is given. Ten sera of foals immunized with toxoid have been
examined four times on different days in order to prove that the results obtained are
reproducible. Because of its sensitivity, reliability and simplicity the ELISA has replaced
the radio-immuno-sorbent assay in our laboratory.

Wir danken Herrn Dr. R.Heiz, Bern, Herrn Prof. S.Barandun, Bern, und Herrn
Dr. H.Leuenberger, Haras fédéral, Avenches, fur die freundliche Hilfe bei der Beschaf-
fung der Seren und Tetanustoxoidpriparate.
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BUCHBESPRECHUNGEN

Untersuchungen iiber die Schlachtkérperqualitiit von Reinzucht- und Kreuzungslimmern
mit Hilfe der Totalzerlegung. Von Th. Popp. Giessener Schriftenreihe Tierzucht und
Haustiergenetik, Band 35; 1977; 100 S.; DM 20.-.

Die Schlachtkorperzusammensetzung durch subjektive Beurteilung und Messungen
am unzerlegten Korper lisst sich meist nur unzureichend abschéitzen. Mittels Schlacht-
korperzerlegung wurden 212 Léiammer, die verschieden lang an die Mast gestellt (32-48kg)
und unterschiedlich gefiittert worden waren, untersucht. I‘lnnkrouzungen wiesen gegen-

uber Reln/uchttleren bei gleichem Endgewicht hohere Fettanteile auf.
W. Weber, Bern.

Die Aufzuchtziffern von schwarzkopfigen Fleisch- und Finnkreuzungslimmern unter Be-
riicksichtigung von Genanteil, Ablammergebnis, Wachstum, Hamoglobin- und Blut-
kaliumtypen. Von W. Hartmann. Giessener Schriftreihe Tierzucht und Haustier-
genetik, Band 39; 1977; 96 S., DM 20.—,

Um die Produktivitit in der Schafhaltung zu verbessern, bietet sich neben der Ver-
kiirzung der Zwischenlammzeit vor allem die Einkreuzung von fruchtbaren Rassen an.
Fiir Deutschland sind dies das Finn-, das Romanov- und das ostfriesische Milchschaf. In
der vorliegenden Arbeit werden die im Titel aufgefithrten Eigenschaften an reinrassigen
und Kreuzungspopulationen untersucht.

Aus der Serie der Ergebnisse sei bloss eine genetische Reminiszenz aufgefiihrt: Die
Paarung von Hémoglobin BB-Bocken mit Hb AA-Auen ergab die héchste Ablamm- und
Aufzuchtziffer. W. Weber, Bern
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