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Klinische Endpunkte bei der
Tollwutimpfstoffpriifung
Joachim Hartinger, Tamara Folz und Klaus Cussler
Paul-Ehrlich- Institut, D-Langen

Zusammenfassung
Alle warmbliitigen Tiere, einschliej3lich des Menschen, sind
anfallig fur Tollwut. Die Infektion mit dem Virus fiihrt
unvermeidlich zum Tod. Impfstoffe und Antiseren sind derzeit
die einzige erfolgreich nutzbare Moglichkeit, um Tollwutin-
fektionen zu verhindern. Um die Herstellung von sicher
wirksamen und unschddlichen Impfstoffen sicherzustellen,
muj3derzeit jede Charge aucli mittels Tierversuchen getestet
werden. Alleine fur Wirksamkeitstests von Tollwutimpfstoffen
werden bei jeder Charge weit iiber hundert Mduse eingesetzt.
Dafur werden in Belastungsexperimenten die Sterblichkeits-
raten von immunisierten Tieren mit ungeimpften Kontrolltie-
ren verglichen. Derzeit gibt es fur diesen Test mehrere
Ersatzmethoden. Allerdings sind die Akzeptanz und die
Anforderungen an diese Methoden in gesetzlichen Bestim-
mung en sehr unterschiedlich, Lediglich in del' europdischen
Arzneibuchmonographie fur inaktivierte veterindrimpfstoffe
wurden vor kurzem Ersatzmethoden fur die Wirksamkeitspru-
fung aufgenommen. Die international zB, in den Richtlinien
der WHO (World Health Organization) oder des O.l.E.
(Office International d'Epizooties) notwendigen Anderungen
werden vorhersehbar noch mehrere Jahre beanspruchen,
weshalb dieser Versuch weltweit vorerst weiterhin in groj3em
Maj3stab durchgefuhrt wird.
Um die Leiden del' Versuchstiere zu vermindern, haben wir
deshalb nach Kriterien gesucht, die verwendet werden
konnen, um die Letalitat als Endpunkt zu ersetzen. Hierfiir
wurden Protokollbldtter entwickelt, auf denen die zu erwar-
tenden klinischen Zeichen sowie Temperatur und Gewicht
aufgezeichnet wurden. Die mit transplantierten Transpondern
messbare Abnahme der Korpertemperatur trat erst zu einem
sehr spdten Zeitpunkt auf und konnte nichi sinnvoll genutzt
werden. Eine deutliche Abnahme des Korpergewichtes ist bei
der Labormaus das friiheste Anzeichen der Erkrankung .
Verlangsamte und kreisformige Bewegungen, gefolgt von
Kriimpfen und Ldhmungen, sind die ersten neurologischen
Symptome del' Tollwut. Die Kombination dieser beiden
Parameter kann verlasslich als .Liumaner Endpunkt"
dienen. Im Durchschnitt erspart das den Miiusen zwischen
vier und fiinf Tage del' belastendsten Phase des Experiments
und ist ein deutliches "refinement" der Durchfiihrung im

Sinne der 3R. Ein Video, in dem der Tierversuch und die
klinischen Zeichen vorgestellt werden, ist mittlerweile
erhdltlich.

Summary: Clinical endpoints during rabies vaccine control
tests.
All warm-blooded animals, including humans, are susceptible
to rabies. The infection with the virus leads inevitably to the
death of the recipient. Vaccines and anti-serums are at present
the only possibility to prevent rabies infections in the human
and.veterinary medicine. In order to be able to guarantee the
production of a reliably safe and effective vaccine, each batch
has to be tested. These tests contain animal experiments. Alone
for efficacy tests of rabies vaccines done for each batch far
over one hundred mice are used. In a defined time period in
challenge experiments the number of deaths rates of immu-
nised animals are compared with non vaccinated control
animals. At present several replacement methods for this test
are in development. However, so far none of them has been
validated in an international multicenter study. The modifica-
tions necessary for example in the WHO (World Health
Organization) or O.l.E. (Office International d'Epizooties)
guidelines will need several more years. Therefore, this test
method will be internationally used in the foreseeable future.
In order to avoid unnecessary suffering of the animals, we
looked for signs, which can be used to replace lethality as
criterion. For this purpose score-sheets were developed, on
which the observed clinical signs were recorded. The decrease
of body-temperature, which was measured with transplanted
transponders, occurred too late to be usable. A clear reduction
of the body weight is the earliest sign of an illness. Slow and
circular movements,followed by cramps and paralyses, are the
first neurological symptoms of rabies. The combination of
these parameters can serve as a reliable indicator for humane
endpoints. This saves the mice on average between four and
five days of the most stressful phase of the experiment and is a
clear "refinement" of the test conditions in the sense of the 3R.
A video which shows the clinical signs is available.

Keywords: 3R, refinement, efficacy tests, humane endpoints,
rabies, vaccine

Tollwut ist eine sehr alte Krankheit und in
der ganzen Welt verbreitet. In Europa und
Asien hat sich die Tollwut beim Menschen
verringert oder ist bestandig, aber in eini-

gen Landern Afrikas oder Amerikas steigt
sie an. Seit 1990 ist in den europaischen
Landern die Zahl der Tollwutfalle bei
Wildtieren durch Immunisierungskampa-
gnen urn 80% verringert worden, 1999
konnte die Schweiz sogar "tollwutfrei" er-

klart werden (WHO, 1997; Zanoni et al.,
2000).
Alle Sanger und auch der Mensch kon-

nen mit Tollwut infiziert werden. Das Vi-
rus tritt durch virushaltigen Speichel, der
meist nach dem BiB eines kranken Tieres

1 Einfiihrung
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in eine Wunde gelangt, in den Korper ein.
Dort wird das Virus innerhalb der Ncrven-
zel1en zum RUckenmark transportiert, von
wo es das Gehirn erreicht. Dort vermehrt
und verbreitet es sich und zerstort unter-
schiedliche Bereiche. Das fuhrt zu den
klassischen Zeichen yon Tollwut wie Was-
serscheue und Krarnpfe. Im akuten Stadi-
um herrschen Zeichen von Hyperaktivitat
(Tollwut) oder Paralyse (stille Wut) vor,
bis die Lahmung zunimmt und das Koma
erreicht ist.

Auch heute ist die Schutzimpfung die
einzige Moglichkeit, diese Krankheit zu
bekampfen. Die Impfstoff-Forschung be-
gann bereits J 882, als der franzosische
Wissenschaftler Louis Pasteur entdeckte,
daB Tollwut durch Agenzien ubertragen
wird, die so klein waren, daf sie unter ei-
nem Mikroskop nicht mehr gesehen wer-
den konnten. Er entwickelte Techniken,
urn das Virus in Tieren kultivieren zu kon-
nen und abzuschwachen, und entwickelte
schlieBlich einen Impfstoff, mit dem er
erfolgreich Menschen behandelte, die
durch rasende Bunde gebissen wurden.

Inaktivierte Impfstoffe werden aus in-
fektiosem Material hergestellt. Ihre Pro-
duktion ist ein biologischer Prozef und
kann dementsprechend Veranderungen
unterworfen sein. Um die Herstellung von
sieheren und verlalslich wirksamen Impf-
stoffen konsistenter Qualitat zu gewahr-
leisten, muB jeder Herstellungsschritt ge-
nau kontrolJiert werden. Da die Produkte
in der Regel weltweit verkauft werden,
sind die Prufmethoden auf Unschadlich-
keit und Wirksamkeit unter anderem in der
Europaischen Pharmakopoe (Ph. Eur.),
dem Code ofF ederal Regulations (CFR),
den WHO- und O.I.E.-Riehtlinien gesetz-
lich festgelegt. Sie enthalten aueh zahlrei-
che Tierversuche. Die Protokolle dafur
sind detailliert ausgefuhrt und standardi-
siert. In der Praxis werden alleine fur
Wirksamkeitstests mindestens 120 Mau-
se fur jede Impfstoff-Charge eingesetzt,
was sieh z.B. in Deutschland pro Jahr auf
10 bis 20.000 Tiere addiert (WeiBer und
Bechler, 1997). Die dafur eingesetzten
Mause werden vor allem dureh die Infek-
tion und den dadurch bedingten Krank-
heitsverlauf stark belastet.

Das Leiden der Tiere im Versuch muss
dabei auf das notwendige Minimum re-
duziert werden. Die Belastung, die dieser
Challenge-Test hervorruft und die groBe
Zahl von Mausen, die verbraueht werden,
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machen die Notwendigkeit eines "refine-
ment" sehr deutlich.

Wahrend bereits seit langerem Bemti-
hungen existieren, diesen Belastungstest
durch in vitro Methoden zu ersetzen, ist
er noch immer Bestandteil aller behordli-
cher Anforderungen. Hier wird deshalb ein
alternatives Prufkonzept vorgestellt, das
klinisehe Endpunkte zur Begrenzung der
Leiden im Versuch heranzieht (Morton,
1995; Svendsen et al., 1997). Wir zeigen,
daB spezifisches Verhalten, Abnahme des
Korpergewichts und (in geringerem Aus-
maB) abnehmende Korpertemperatur ver-
laBlich als Humane Endpunkte verwendet
werden konnen, und schlagen vor, diese
klinischem Zeichen anstelle vom Tod als
Endpunkte zu definieren.

2 Tiere, Material und Methoden

2.1 Tiere
Je zehn weibliche NMRI-Mause mit ei-
nem Anfangsgewicht yon 11 bis 15
Gramm (Charles River, D-Sulzfeld) wur-
den bei 23°C, Futter und Wasser ad libi-
tum und einem 12stUndigen Hell-Dunkel-
rhythmus in Makrolon Typ III Kafigen,
angereichert mit Hobelspanen, Zellulose-
streifen und Papphauschen, gehalten. Die
Kafige wurden einmal wochentlich gerei-
nigt. Vor Versuchsbeginn wurde den Tie-
ren eine Eingewohnungszeit von einer
Woche gegeben.

Die hier vorgestellte Studie wurde im
Rahmen yon Routinepriifungen gernaf
Monograph 216 .Tollwut-Impfatoff fur
Menschen aus Zellkulturen" oder Mono-
graph 451 .Tollwut-Irnpfstotf fur Tiere"
des Europaischen Arzneibuchs durchge-
fuhrt, urn den Einsatz zusatzlicher Tiere
zu vermeiden.

2.2 Ergebnisse
Die Tiere wurden mit verschiedenen Impf-
stoffverdiinnungen geimpft. Zwei Wochen
spater wurden die Manse unter Narkose
durch eine intrazerebrale Injektion mit
Tollwutviren infiziert. Die Anzahl der Tie-
re, die bei den jeweiligen Verdunnungen
vor der Infektion geschutzt werden, gibt
ein MaB fill die Wirksamkeit des Impfstof-
fes. Die Tiere, die das Injektionsprozede-
re uberlebten, wurden uber die nachsten
14 Tage sorgfaltig beobachtet. Auf Proto-
kollblattern (s. Abb. I) wurden zweimal
taglich klinische Zeichen, das Korperge-
wicht, die Korperremperatur und das Ver-

halten der Tiere aufgezeichnet. In diese
Untersuchung wurden iiber 200 Manse
einbezogen.

2.2.1 Klinische Zeichen
Die ersten Zeichen von Tollwut treten
nicht vor dem 4. Tag nach der Belastung
auf. Vor dieser Zeit auftretende Anzei-
chen yon Erkrankung sind hochstwahr-
scheinlich auf die intrazerebrale Injekti-
on oder andere Umstande, die nicht mit
der Infektion zusammenhangen, zuruck-
zufuhren. Deshalb werden diese Tiere aus
dem Experiment genommen. Die klini-
schen Zeichen von TolIwut nehmen pro-
gressiv zu, und es kann zwischen 2 bis 6
Tagen dauern, bis die Tiere verenden.

Die folgenden 5 Stadien wurden bei
mit Tollwut infizierten Mausen beobach-
tet:
~ Stadium I: Gestraubtes Fell, aufge-
krummter Rucken
Ein rauhes, gestraubtes Fell oder ein buk-
keliger Rucken sind erste, unspezifische
Zeichen der Erkrankung, die auch bei vie-
len anderen Krankheiten beobaehtet wer-
den.
Die klinischen Zeichen in Stadium 1 zei-
gen bereits, daB sich das Tier nicht wohl-
fuhlt und krankelt.
~ Stadium 2: Verlangsamte Bewegun-
gen, Kreisbewegungen
In der 2. Phase reagieren die Tiere ver-
zogert und bewegen sich langsamer als
ublich. Haufig zeigen sie Kreisbewegun-
gen in eine Riehtung.
Das sind die ersten klinischen Anzeichen
einer neurologisehen Storung,
~ Stadium 3: Unsichere Bewegungen,
Zittern, Krarnpfe
In Phase 3 werden die neurologischen
Zeichen deutlieher. Die Tiere zittern und
bewegen sich unsicher, Krampfe konnen
auftreten und von auBen durch Beruhrung
hervorgerufen werden. Zu diesem Zeit-
punkt ist ein Gewichtsverlust bereits
deutlich mess bar.
In diesem Stadium beobachten wir defi-
nitiv Zeiehen einer Infektion mit Tollwut-
viren.
~ Stadium 4: Lahmungszeichen
Erste Anzeichen von Lahmungen und
Paresen, iiblicherweise beginnend bei
den Hinterbeinen, sind klare Indikatoren
einer progressiv verlaufenden Tollwutin-
fektion. Diese gehen schnell in eine kom-
plette Lahmung uber, Die Tiere sind deut-
lich ausgetrocknet.
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Tier- Tage nach der Infektion
Nr. -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Korpergewicht [g]* 22,2 22,3 21,6 21,9 22,1 22,3 21,8 21,2 18,5 16,9 15,4 14,2 13,9

Temperatur [0C] 38,1 38,4 37,5 37,8 37,9 37,8 37,9 37,7 37,1 36,5 35,7 34,0 33,7

Klinische Zeichen 0 0 0 0 0 0 0 1 2 3 4 4 5
- Rauhes Fell X X X X X X

- GekrOmmter ROcken X X X X X X
- Verlangsamte

XBewegungen

1 - Kreisbewegungen X X

- Zittern X X
- Unsichere
Bewegungen X

- Krarnpfe X X X

- Paresen X X

- Lahrnunqen, Paralyse X

- Kraftloses Liegen X

- Agonie, Koma X

Abb. 1: Protokollblatt tur Tollwut-Impfstoffwirksamkeitstests Bemerkungen: Die Maus wurde am 12. Tag tot aufgefunden.

~ Stadium 5: Moribunde Tiere, Koma
In Phase 5 werden die Tiere zunehmend
moribund. Sie wirken erschopft und lie-
gen gelegentlich auf der Seite. Offensicht-
lich konnen sie nicht mehr trinken und
fressen. Dennoch ilberleben in der End-
phase viele Tiere noch ein oder zwei Tage
in komati:isem Zustand.

Die Infektion von Mausen mit ToIlwut-
Viren ist durch einen langsam fortschrei-
tenden Krankheitsverlauf gekennzeichnet
und beginnt normalerweise etwa 4 bis 6
Tage nach der Infektion. 1m Gegensatz zu
vielen andern Saugern zeigen Manse kei-
ne Anzeichen yon Aggression.

Keine Maus, die Stadium 3 erreichte,
erholte sich wieder, aIle starben einige
Tage spater, Auch aIle Tiere, die in Stadi-
um 3 beschriebene Zeichen aufwiesen
und deren Korpergewicht schon uber 15%
abgenommen hatte, starben im Verlauf der
Infektion. Das regelmafsige Auftreten die-
ser klinischen Zeichen eroffnet demnach
die Moglichkeit, das Experiment zu be-
enden und dadurch den Tieren einen lang-
sam fortschreitenden Tod zu ersparen,
ohne wissenschaftliche Daten zu verlie-
ren.
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2.2.2 Korpergewicht
Das Korpergewicht der Tiere wurde mit
einer elektronischen Waage gemessen und
auf Protokollblattern festgehalten. Die
Anasthesie und die intrazerebrale Infekti-
on mit Tollwut- Viren hatte kurzfristig ei-
nen negativen Effekt auf das Korperge-
wicht. Deshalb wurde das Gewicht der
Tiere vom 2. Tag nach der Belastung als
Basis fur die Bestimmung des Gewichts-
verlusts festgelegt. Abbildung 2 ist zu ent-
nehmen, daf die Gewichtsabnahme ein
sehr Iruher Indikator einer Infektion ist
und messbar wird, bevor klinische Zeichen
auftreten. Das Gewicht nahm kontinuier-
lich ab, und seine Reduktion konnte kurz
vor dem Tod zwischen 30 und 50% betra-
gen. Die alleinige Gewichtsabnahme von
20% ergab bereits einen brauchbaren Pa-
rameter als Endpunkt.

2.2.3 Korpertemperatur
Urn die Korpertemperatur berUhrungslos
messen zu konnen, wurden temperatursen-
sitive Transponder (Plexx, NL-EIst), die
mit einem Identifikationscode ausgestat-
tet waren, dorsal unter die Haut der Mau-
se implantiert. Die Transponderwerte wur-

den zweimal taglich mit einem Lesegerat
abgefragt. Interessanterweise trat bei den
Mausen keine Fieberreaktion auf. 1m spa-
teren Verlauf der Infektion wurde jedoch
eine Hypothermie immer deutlicher. AI-
lerdings trat sie zu spat auf, urn sinnvoll
als Endpunkt verwendet werden zu kon-
nen.

3 Diskussion

Das Auftreten typischer klinischer Zeichen
und die Abnahme des Korpergewichts
konnen als geeignete Endpunkte bei der
Tollwutinfektion der Labormaus herange-
zogen werden. Wenn ein Gewichtsverlust
yon mindestens 15% zusammen mit kli-
nischen Anzeichen neurologischer Funk-
tionsstorungen auftritt, haben die Tiere
einen "point of no return" erreicht. Der
todliche Verlauf der Infektion ist unaus-
weichlich. Die BerUcksichtigung beider
Parameter gemeinsam erlaubt die Been-
digung des Experiments sogar zu einem
fruheren Zeitpunkt, als jeder einzeln fiir
sich betrachtet, und kann das Leiden der
Tiere urn durchschnittlich drei bis flinf
Tage verringern (Cussler et al., 1998).
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Abb. 2: Entwicklung klinischer Zeichen, Korpergewicht und -temperatur wahrend der
Tollwutinfektion (schattierter Bereich: Gewichtsverlust > 15%)
* normalisiert am Tag 2 nach der Infektion

Ein zweckmahiges Protokollblatt-ist die
einzige Ausriistung, die zur Einfiihrung
friiherer Humaner Endpunkte benotigt
wird. Die klinischen Zeichen sind nicht
schwer zu beurteilen und das Tierpflege-
Personal kann entsprechend trainiert wer-
den, die verschiedenen Krankheitsstadi-
en zu erkennen, Fur die Gewichtsmessung
ist noch eine geeignete Wageeinrichtung
und vor allem ein zusatzlicher Zeitauf-
wand notwendig. Beriicksichtigt man da-
bei noch das erhohte Infektionsrisiko des
Personals und den zusatzlichen Stress fur
die Versuchstiere, ist die dadurch erhal-
tene Verbesserung moglicherweise nicht
mehr verhaltnismafsig.

Wir halten es aufgrund der hier vorge-
stellten Daten fiir geboten, im Interesse
des Tierschutzes Humane Endpunkte bei
Wirksamkeitspriifungen von Tollwut-
impfstoffen vorzuschreiben.

Wir rnochten daruber hinaus anregen,
ahnliche Untersuchungen in anderen
Testsituationen durchzufiihren, weil da-
durch moglicherweise unnotige Schmer-
zen oder Belastungen von Tieren auch in
anderen Bereichen vermieden werden
konnen.
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