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Zur Frage des Einsatzes der neuen
PCEC-Tollwutvakzine beim Menschen
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Einleitung

Das Tollwutvirus ist in tropischen, subtropischen und geméaBigten Klimazonen inner-
halb von Wildpopulationen weit verbreitet. Dennoch ist die Lyssa des Menschen —
was ihr tats&chliches Auftreten angeht — als Krankheit der Armut anzusprechen.

Der Weltgesundheitsorganisation wurden 1981 insgesamt 20.482 Tollwutfélle beim
Menschen gemeldet, darunter ganze vier Falle in Europa und Nordamerika (13).
Wenn auch die wirkliche Zahl aufgrund unzureichender Erfassungs- und Melde-
systeme vermutlich weit groBer ist, so wird doch deutlich, daB so gut wie alle
menschlichen Tollwutopfer in Afrika, Lateinamerika und insbesondere in Asien zu
beklagen sind. Auch die in diesem Jahr in Deutschland aufgetretene Tollwutvirusin-
fektion wurde in Asien akquiriert. Eine 29jahrige Frau erkrankte und verstarb drei Mo-
nate, nachdem sie in Indien von einem Hund gebissen worden war (6).

Neben Bekdmpfungsverfahren, die am Hauptviruslibertrdger ansetzen — in Europa
der Fuchs, in vielen sogenannten Entwicklungslandern streunende oder halbwildle-
bende Hunde — ist die postexpositionelle Immunprophylaxe beim Menschen die
wirksamste Methode zur Verhinderung der immer fatal verlaufenden manifesten Toll-
wutvirusinfektion. In Westeuropa und Nordamerika steht fiir diese Impfprophylaxe
seit nunmehr fast zehn Jahren eine hervorragend wirksame und durch keine nen-
nenswerte Nebenwirkungen belastete Gewebekuiturvakzine zur Verfligung, die Hu-
man Diploid Cell Strain- oder HDCS-Vakzine. Sie hat die vorher auch hier eingesetz-
ten hochreaktiven und in ihrer Wirksamkeit umstrittenen Tollwutimpfstoffe aus tieri-
schem Nervengewebe abgeldst.

Eine niedrigere Teilungsrate humaner diploider Zellkulturen und eine geringe Virus-
ausbeute aus diesem Substrat flihren zu einem hohen Preis fir die HDCS-Vakzine
und verhindern damit ihren Einsatz in Entwicklungs- und Schwellenldndern. Der An-
teil aller Lyssaimpfungen, die schon mit Gewebekulturvakzinen durchgefihrt werden,
wurde 1985 flir Afrika auf 15%, flr Stdostasien auf 3% und flir Lateinamerika auf
ganze 0,3% geschétzt (7).

1984 wurde die Purified Chick Embryo Cell- (PCEC-) Vakzine vorgestellt (3), ein Toll-
wutgewebekulturimpfstoff, der preiswerter und in gréBeren Mengen zu produzieren
ist.

147



TABELLE 1
Purified Chick Embryo Cell-Vakzine — Charakteristika

Zellkultur Priméare Hihnerembryofibroblasten

Impfvirus Flury LEP-C 25

Reinigung und kontinuierliche Dichtegradienten-

Konzentration ultrazentrifugation

Inaktivierung Betapropiolakton

Antigengehalt Mind. 2,5 IU/Dosis

Hersteller Behringwerke AG, Marburg
Bundesrepublik Deutschland

Wir haben in einer klinischen Studie gepriift, ob diese Gewebekulturtollwutvakzine
der zweiten Generation den unbestritten hohen Standard des derzeit etablierten
HDCS-Impfstoffes hinsichtlich Reaktogenitat und Immunogenitat erreicht.

Vakzine, Probanden, Material und Methoden

Geimpft wurde mit der Purified Chick Embryo Cell-Tollwutvakzine (Rabipur®) der
Behringwerke AG, Marburg, Charge 516016. Die Charge hatte einen Antigengehalt
von 8,7 IU/Dosis.

Insgesamt 88 freiwillige gesunde Probanden, 40 Frauen und 48 Manner, wurden
nach sechs verschiedenen Impfschemata immunisiert (Tab. 2). Die Probanden wa-
ren zwischen 21 und 38 Jahren alt. Wahrend an die Probanden in den Gruppen | bis
IV an den einzelnen Impftagen jeweils 1 ml PCEC-Vakzine i. m. verabreicht wurde,
erhielten die 10 Impflinge in Gruppe V am Tag O die dreifache Dosis auf beide Mm.
deltoidei verteitt.

TABELLE 2
Impfschemata
Gruppe n Impfungen an den Tagen

| 15 0 3 7 14 30 90
1l 19 0 7 14 30 90
] 14 0 3 7 14 30

\Y 19 0 7 14 30

\Y 10 0 (3%) 7 21

Vi 11 0 (1X) 7 21
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Anhand eines Uber drei Tage zu fuhrenden Vertraglichkeitsfragebogens mufBten die
Probanden allgemeine und lokale Symptome an der Impfstelle hinsichtlich Dauer und
Gewichtung subjektiv notieren. Eine Uberprifung durch den Impfarzt erfolgte nicht.

Blutproben wurden an den Tagen 0, 7, 14, 21, bzw. 30, 90, 120 und 180 entnommen.

Serologische Tests

Préa- und postvakzinal gewonnene Serumproben wurden im Radio Allergo Sorbens
Test (Phadebas RAST® — Pharmacia Diagnostics) auf das Vorhandensein von aller-
genspezifischen IgE-Antikérpern gegen Hihnereiwei3 untersucht.

Neutralisierende Tollwutserumantikdrper wurden sowohl mittels des Mauseneutrali-
sationstests (1) als auch der in vitro-Methode Rapid Fluorescent Focus Inhibition
Test (RFFIT) bestimmt (9). DarlGberhinaus wurden alle Seren auch in der Komple-
mentbindungsreaktion untersucht (4).

Ermittiung der Thermostabilitat

Die PCEC-Vakzine wurde in lyophilisiertem Zustand bis zu 120 Tagen bei + 37° C,
lyophilisiert und aufgeldst bei + 56° C bis zu 24 Stunden aufbewahrt. Zur Wertigkeits-
bestimmung des Impfstoffes vor und im Verlauf dieser Inkubation wurde zum einen
der tollwutglykoproteinspezifische Antigengehalt mittels ELISA gemessen (10).
Daneben wurde die verbleibende Schutzkraft auch in der WHO-Referenzmethode
“National-Institutes-of-Health-Test” (NIH-Test) bestimmt, einem in vivo an der weis-
sen Maus durchgefiihrten Schutzversuch (8).

Ergebnisse
Reaktogenitat

Uber das Auftreten von mit Aligemeinsymptomen einhergehenden Nebenwirkungen
wurde nach 15,1% aller PCEC-Verabreichungen von den Impflingen berichtet. Dabei
imponierte das Symptom ,Mudigkeit* mit 11,3%. AuBerdem wurden Kopfschmerz
nach 5,5%, Schwindel nach 1,7%, gastrointestinale Symptome nach 1,0% und Tem-
peraturerhdhung nach 0,7% der Impfinjektionen genannt.

An lokalen Symptomen an der Impfstelle wurden am héaufigsten Schmerzen (nach
15,4% der Impfinjektionen) angegeben. Uber Verhadrtung (2,4 %), Schwellung
(1,7%) oder Rotung (0,7 %) wurde weit seltener berichtet.

Im RAST zeigten alle Probanden weder vor noch nach drei bzw. vier PCEC-Impfun-
gen meBbare hithnereiweiBspezifische IgE-Serumspiegel.

Immunogenitét

Alle Impflinge entwickelten hohe Serumtiter sowohl neutralisierender als auch kom-
plementbindender Tollwutantikérper; die Serokonversionsrate betrug also 100%.
Diese wurde hinsichtlich neutralisierender Antikdrper bereits am Tag 14 nach erst-
maliger PCEC-Verabreichung erreicht. Die Probanden wurden zundchst ein halbes
Jahr lang serologisch kontrolliert und blieben bis zu diesem Datum antikdrperpositiv,
und zwar alle mit Antikérperwerten oberhalb der laut WHO-Empfehlung Immunitét
bedeutenden 0,5 IU/ml Serum.
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Abb. 1:
Neutralisierende (RFFIT) und komplementbindende Tollwutantikérper (Einzelwerte, GMT) bei
29 Probanden, die nach dem post-expositionellen Essener Impfschema an den Tagen 0, 3, 7,
14, 30 und 90 mit je 1 ml PCEC-Impfstoff vakziniert wurden. Bis zum Tag 90 nach Impfbeginn
sind die in den Gruppen | und |l beobachteten Werte zusammengefaBt, danach wurden die flir
die am Tag 90 geboosterte Gruppe | ermittelten Antikérperwerte aufgetragen.

FUr die Studienteilnehmer, die nach dem post-expositionellen Essener Impfschema
(Impfungen an den Tagen 0, 3, 7, 14, 30 und 90) vakziniert wurden, ergab sich die
folgende Antikdrperkinetik (Abb. 1). Bis zum Tag 7, also nach zwei Vakzinedosen,
waren 26 der 29 Probanden (89,7%) im RFFIT antikorperpositiv, 15 der 29 (51,7%)
hatten neutralisierende Antikorperwerte oberhalb der kritischen 0,5 IU/ml-Grenze;
das geometrische Titermittel betrug 0,4 IU/ml. Es stieg bis zum Tag 14 auf 20,1 1U/
ml, der héchste RFFIT-Mittelwert innerhalb des hier eingehaltenen Beobachtungs-
zeitraumes. 14 Tage nach Impfbeginn wiesen alle Seren dieser Gruppe neben neu-
tralisierenden auch komplementbindende Antikdrper auf.

Fir die Probanden, die am Tag 90 eine sechste Impfung erhielten, lieB sich auch ei-
ne deutliche Boosterreaktion ablesen; der Antikorpermittelwert stieg von 7,3 [U/ml
auf 13,9 IU/ml fur den RFFIT bzw. von 1 : 41 auf 1 : 93 fir die KBR. Nach sechs Mo-
naten war der RFFIT-Mittelwert bei den am Tag 90 geboosterten Probanden mit 4,8
IU/ml um den Faktor 2,7 hoher als bei den nicht geboosterten Impflingen, die am Tag
180 einen mittleren neutralisierenden Antikdrperwert von 1,8 IU/ml aufwiesen.
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SERUM-AK NACH PCEC-TOLLWUTIMPFUNG
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Abb. 2:
Vergleich der in Gruppe V (10 Personen) nach PCEC-Impfung mit einem 3-1-1-Impfschema
beobachteten Antikdrperwerte (MNT, Einzelwerte und GMT) mit den bei sechsfacher Immuni-
sierung (Essener Schema) aufgetretenen Antikérpermittelwerten.

3-1-1-Impfschema

Den zehn Probanden in Gruppe V unserer Studie wurde bei der erstmaligen Impfung
eine dreifache Vakzinedosis, verteilt auf zwei Kdrperstellen, verabreicht, gefolgt von
zwei Wiederholungsimpfungen an den Tagen 7 und 21 jeweils in der einfachen Do-
sierung (Abb. 2). Sieben Tage nach dreifacher PCEC-Erstimpfung hatten 7 der 10
Probandenseren Tollwutantikdrper im Vergleich zu 11 der 29 (37,9%) an den Tagen
0 und 3 jeweils einmal Geimpften (gemessen im Mauseneutralisationstest, MNT).
Am Tag 14 lag der MNT-Antikdrpermittelwert der initial dreifach Geimpften mit 9,9
IU/ml deutlich Uber dem Mittelwert der dreimal an den Tagen 0, 3 und 7 vakzinierten
Probanden (4,9 IU/ml).

Am Tag 90 nach Erstimpfung betrug der mittlere Serumantikdrpergehalt in der nach
dem 3-1-1-Schema vakzinierten Gruppe V 9,3 IU/ml, wahrend die bis dahin nach
dem Essener Impfschema flinfmal geimpften Probanden einen solchen von
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PCEC-IMPFSTOFF: THERMOSTABILITAT
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Abb. 3:
Antigenitéts- und Protektionsstabilitdt des lyophilisierten PCEC-Tollwutimpfstoffes (Charge
516016) bei + 37° C. Der verbleibende glykoproteinspezifische Antigengehalt wurde im ELISA,
die Schutzkraft im in vitro-Versuch an der weiBen Maus (NIH-Test) ermittelt.
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11,3 IU/mi aufwiesen (MNT). Die im Rahmen des Essener Impfschemas am Tag 90
durchgeflhrte Boosterimpfung flhrte zu einer Steigerung des mittleren MNT-Titers
auf 18,7 IU/ml , einen Monat spéater zu einem um das 2,6fache héheren Wert als bei
den am Tag 21 zuletzt geimpften Probanden in Gruppe V.

Thermostabilitat

Im Verlaufe der 120t&gigen Inkubation des lyophilisierten PCEC-Impfstoffes bei
+ 37° C konnte zuné&chst ein Anstieg sowohl der in vitro bestimmten Glykoproteinan-
tigenitat auf 115% des Ausgangswertes am Tag 30 als auch der Schutzkraft in vivo
auf 170% am selben Tag beobachtet werden (Abb. 3). Nach vier Monaten bei
+ 37° C besaB der lyophilisierte PCEC-Impfstoff im ELISA noch eine spezifische Anti-
genitét von 79% und eine Schutzkraft in vitro von 110% des Ausgangswertes.

Auch bei + 56° C bieiben innerhalb 24 Stunden in vitro-Antigenitat und in vivo-
Schutzkraft des lyophilisierten Impfstoffes ebenfalls erhalten. Im aufgeldsten Zustand
geht bei + 56° C die spezifische Antigenitat jedoch innerhalb von 24 Stunden auf
25% des Ausgangswertes zurlick, die Schutzkraft sogar auf 13%. Fulr den aufgels-
sten Impfstoff ist nach 24 Stunden bei + 56° C keine Schutzkraft in vivo mehr nach-
weisbar.

Diskussion

Der PCEC-Tollwutimpfstoff hat in dieser Studie an gesunden Mitteleuropéern insbe-
sondere auch unter Bertcksichtigung der Methode — die unkontrollierte Selbstbeob-
achtung medizinisch vorgebildeter Probanden — eine geringe Reaktogenitat unter
Beweis gestellt. Unter den Aligemeinsymptomen nach PCEC-Verabreichung impo-
nierten subjektive, nur dem eigenen Empfinden zugangliche Nebenwirkungen. Dar-
Uberhinaus konnte mit dem sehr empfindlichen Radio Allergo Sorbens Test keine
hihnereiweiBspezifische IgE-Antikérperinduktion bei den Impflingen nachgewiesen
werden, was wegen der Impfvirusvermehrung im heterogenen Zellkultursystem von
besonderer Bedeutung ist.

Die Wirksamkeit wurde hier als frihzeitige und rasche Induktion von Serumantikor-
pern mit hohen Titern nach simulierter post-expositionelier Impfung aber auch nach
Verabreichung im Rahmen eines pré-expositionellen Impfschemas nachgewiesen. In
unserer Studie erreichte die PCEC-Tollwutvakzine also durchaus die anfangs ange-
sprochenen hohen MaBstédbe des teureren HDCS-Impfstoffes.

Dartiberhinaus wurde 1984 (iber damals insgesamt 115 Patienten berichtet, die nach
BiB durch nachgewiesenermaBen tollwltige Tiere — darunter Fiichse, Hunde, Kat-
zen und Dachse, aber auch Wolf — in Jugoslawien und Thailand mit PCEC-Vakzine
behandelt worden waren und gesund blieben, so dafB3 auch die Schutzkraft der neuen
Vakzine nach tatsachlicher Exposition am Menschen bereits demonstriert wurde
(11).

Bei Einsatz des PCEC-Impfstoffes im Rahmen einer dreimaligen Impfung an den Ta-
gen 0,7 und 21 mit initial dreifacher Dosis (3-1-1-Schema) wurde eine friihere und
etwa bis zum Tag 30 héhere humorale Antikérperantwort induziert als bei Anwen-
dung des derzeit empfohienen sechsfachen post-expositionellen Immunisierungs-
schemas. Im weiteren Verlauf des Impfregimes wurde dieser Unterschied ausgegli-
chen; ein wegen der mitunter langen Inkubationszeit der Tollwut des Menschen
durchaus erwinschter Titeranstieg, wie er nach der derzeit (blichen Boosterimpfung
am Tag 90 beobachtet wird, blieb bei der 3-1-1-Impfung erwartungsgeman aus.
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Ein solches wegen der Verteilung der initialen Vakzinedosis auf mehrere regionére
Lymphzentren ,Multisite” genanntes Impfschema wirde die Zahl der notwendigen
Impfkonsultationen auf die Halfte reduzieren, ein Umstand, der unter den Bedingun-
gen der ambulanten Impfung in armen Landern sicherlich begriiBenswert wére. Des-
halb wurden post-expositionelle Multisite-Impfschemata mit initial einfacher oder
doppelter Dosis bereits vorgeschlagen (2, 12).

Unser Vergleich eines 3-1-1-Impfschemas mit dem derzeit etablierten sechsfachen
Essener Immunisierungsschema wurde nur auf der Basis humoraler Immunitatspa-
rameter bei nicht wirklich exponierten und ansonsten gesunden Mitteleuropéern an-
gestellt. Der Beweis flir die Wirksamkeit eines solchen Impfschemas nach tatsachli-
cher Tollwutexposition steht noch aus. Da andererseits bei ordnungsgemaBem Ein-
satz der HDCS-Vakzine bisher keine Berichte Uber ein Versagen des Essener Impf-
schemas vorliegen (5), gibt es bis auf weiteres keine Begrindung flr die Empfehlung
eines anderen Immunisierungsschemas bei der post-expositionellen Tollwutprophy-
laxe des Menschen.

Die hier vorgelegten Befunde zeigen eine gute Thermostabilitat des PCEC-Impfstof-
fes, solange er lyophilisiert bleibt. Diese mag die Eignung der PCEC-Vakzine fUr ei-
nen Einsatz in warmeren Klimazonen belegen.

Der von uns beobachtete Effekt der vortibergehenden Wertigkeitssteigerung durch
méaBige Warmeeinwirkung ist bekannt und wird im Sinne der Freilegung zusétzlicher
Bindungsstellen am Glykoproteinantigen, die immunogen wirksam sind, interpretiert.

Der rasche und vollstandige Antigenitétsveriust des flissigen Impfstoffes bei + 56° C
macht jedoch deutlich, daB bei unkontrolliertem Abweichen von den Anwendungs-
und Lagerungsanweisungen des Herstellers Wertigkeitsverluste und méglicherweise
Impfdurchbriiche zu erwarten sind.

Zusammenfassung

In einer klinischen Studie an 88 gesunden Erwachsenen konnte flir den neuen
PCEC-Tollwutimpfstoff eine hohe Immunogenitét bei gleichzeitig geringer Reaktoge-
nitat gezeigt werden. Fur allergisierende Potenzen der im heterogenen Zellkultursy-
stem produzierten Vakzine gab es keinerlei Hinweise. Ein 3-1-1-Impfschema flihrte
zusammen mit der PCEC-Vakzine ebenfalls zu einer friihzeitigen Immunantwort mit
hohen Antikdrpertitern. Weitere Untersuchungen bei abgekdirzten Impfschemata ste-
hen noch aus. Der lyophilisierte PCEC-Impfstoff verflgt Uber eine gute Thermostabi-
litat, die ihn fir den Einsatz in den Tropen geeignet erscheinen [&63t.

Schliusselwérter: neue Tollwutvakzine (PCEC)

Summary
On the use of the new PCEC rabies vaccine in man

Purified chick embryo cell (PCEC) rabies vaccine proved its low reactogenicity and
high immunogenicity in a clinical study in 88 healthy adults. There was no evidence
for any sensitization against chicken proteins after immunization with PCEC vaccine
produced in chick embryo cell cultures. A 3-1-1 inoculation regimen also led to an
early and high antibody response. Further research on the post-exposure protective
capacity of abbreviated schedules is needed. Freeze dried PCEC rabies vaccine
showed a high stability of potency even at elevated temperature levels, a fact rather
relevant for its use in the tropics.

Key words: new rabies vaccine (PCEC).
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