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Zusammenfassung

Die Tollwut ist aus grossen Teilen der Schweiz verschwunden. Trotzdem
kommt es gelegentlich noch zu einer ernsthaften Exposition von Menschen
durch tollwiitige oder tollwutverdachtige Tiere. Wenn solche Tiere zur
Untersuchung gelangen, kann die Tollwutdiagnose mit einer sehr spezi-
fischen und empfindlichen direkten Immunfluoreszenz in Hirnabklatsch-
praparaten gestellt werden. Negative Resultate werden gemiss WHO-
Empfehlung mittels intracerebraler Inokulation von Hirnmaterial in drei-
wochige Mause abgesichert. Diese Methode weist eine hervorragende
Empfindlichkeit auf und kann falsch negative Immunfluoreszenz-Resultate
aufdecken, die allerdings nur in einem sehr geringen Prozentsatz (bei uns
0.043%) vorkommen. Der Nachteil dieses Verfahrens liegt im relativ hohen
jahrlichen Bedarf an Versuchstieren und in der langen Verzogerung bis eine

Diagnose gestellt werden kann: 7-20 Tage bei positivem, 21 Tage bei
negativem Befund. o

Die Kultivierung von Hirnmaterial auf einer Maus-Neuroblastoma Zell-

- Linie stellt eine verlockende Alternative zum Mauseinokulationstest dar.
Diese Methode liefert in der Regel innert wenigen Tagen eine abschliessende
Diagnose. Erste Versuche mit dem Zellkulturtest zeigen nebst einer in

~ unserem Labor noch ungeniigenden Sensitivitat (80.7%) die Notwendigkeit
auf, die Reproduzierbarkeit dieses Tests jederzeit mit strengen Kontrollen zu
uberpriifen. Weitere Verfeinerungen des Verfahrens und ein sorgfaltiger
Langzeitvergleich mit dem Mauseinokulationstest werden notwendig sein,

bevor an eine Ablosung des Mauseinokulationstestes durch den Zellkul-
turtest gedacht werden kann. ' -

Summary: Rabies Tissue Culture Infection Test as an Alternative for the
Mouse Inoculation Test -

Rabies has disappeared from large parts of Switzerland. Due to systematic
oral fox-vaccination campaigns that started in 1978, cases of rabies in wild
and domestic animals have been confined to the western frontier with
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France in the last three years. Nevertheless, some cases of severe exposition
of man by rabid or rabies-suspect animals still occur. Rabies can be diag-
nosed in brain smears of infected animals with high specificity and
sensitivity by a direct immunofluorescence method. According to WHO
recommendations, negative results are to be confirmed in cases of a human
exposition by intracerebral inoculation of brain suspensions in three-weeks-
old mice. This method has an excellent sensitivity and is able to detect false-
negative results in immunofluorescence, which occur in a very small
percentage (0.043%). The disadvantage of this conf irmatory assay is the
sacrification of relatively high numbers of mice (in the Swiss rabies centre
about 1’300 animals each year), and the long time required for a final
diagnosis: 7-20 days in positive, 21 days in negative cases. '

The cultivation of virus from brain suspensions on a mouse neuroblastoma
cell line 1s a tempting alternative to the mouse inoculation test. This method
usually provides a conclusive diagnosis within a few days. However, in our
hands it showed in preliminary experiments an unsatisfactory sensitivity
(80.7%). The necessity to carry out strict reproducibility controls in this
assay has to be emphasized. Further work must be invested in the impro-
vement of the rabies tissue culture infection test and a careful long-term

comparison with the mouse inoculation test will be necessary before the
mouse inoculation test can be replaced.

Einleitung

Die Tollwut ist eine von Tieren auf den Menschen iibertragbare, todlich ver-
laufende Viruserkrankung des zentralen Nervensystems, die seit dem Alter-
tum bekannt ist. Der &lteste heute bekannte Hinweis auf Tollwut stammt aus
Mesopotamien und datiert aus dem 23. Jahrhundert vor Christus. Schon
damals wurde der Hund als der fiir den Menschen gefahrlichste Verbreiter
der Tollwut erkannt. Geméss WHO-Statistiken sterben jahrlich mehr als
30’000 Menschen an Tollwut. Uber 99% dieser Fille werden in den tropi-
schen Breitengraden (Asien, Afrika, Siidamerika) als Folge von Bissen durch
tollwiitige Hunde registriert. Die Ubertragung von Tollwut von einem
infizierten Tier auf den Menschen geschieht fast ausschliesslich durch Biss.
Erst seit Louis Pasteur Ende des letzten Jahrhunderts besteht die Moglich-
keit, Menschen durch Impfung vor oder nach einer Exposition vor der Toll-
wut zu schiitzen. Nach einer Exposition muss moglichst rasch - d.h. inner-
halb von wenigen Tagen - mit passiver (Hyperimmunserum) und aktiver
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Immunisierung (inaktiviertes Tollwutvirus) begonnen werden. Diese Be-
haridlung erstreckt sich iiber mehrere Wochen. Bei uns ist sie heute dank
modernen Impfstoffen praktisch ohne Nebenwirkungen. In diesem Zusam-
menhang ist eine rasche und zuverlassige Diagnose von verdachtigen Tieren

als moghche Kontaminationsquellen dusserst wichtig. Bei einer klinisch ma-
nifesten Tollwuterkrankung kommt nach wie vor jede Behandlung zu spit.

Wahrend des 2. Weltkrieges nahm in Osteuropa ein sylvatischer Tollwut-
seuchenzug mit dem Fuchs als Hauptverbreiter und Hauptopfer seinen
Ursprung, der inzwischen weite Teile Ost- und Westeuropas erreicht hat und
erst im mittleren Frankreich und nordlichen Italien zum Stillstand gekom-
men ist. Es ist primar der strikten Impfung der Hunde in weiten Teilen
Europas und somit der Verhinderung der Ubertragung der Fuchstollwut auf
den Hund mit Etablierung eines unabhingigen urbanen Zyklus zu verdan-
ken, dass dieser Seuchenzug in Europa nur verhéltnismassig wenige Opfer
beim Menschen gefordert hat. In der Schweiz, die im Friihjahr 1967 von
diesem Seuchenzug erreicht wurde, kam es im Jahr 1977 zu 3 Todesfillen.
Seit 1978 werden 1n der Schweiz regelmassig auch Fiichse gegen Tollwut
geimpft, was zur komfortablen Situation gefiihrt hat, dass heute Tollwutfille
beim Wild- und Haustier praktisch nur noch an der westlichen Grenze zu
Frankreich vorkommen. Die Mdglichkeit, dass Menschen durch tollwiitige
oder tollwutverdiachtige Tiere exponiert werden, ist aber nach wie vor

- gegeben. Eine zuverlassige Tollwutdiagnostik hilft gerade bei einer solch
geringen Ausdehnung der Gebiete mit Tollwutfillen wie in der Schweiz mit,

durch unnotige postexpositionelle Behandlungen entstehende Kosten niedrig
Zu halten.

Tollwutdiagnose

Die direkte Immunfluoreszenz in Hirnabklatschpriparaten (2) ist wegen
threr hohen Spezifitat und beispielhaften Sensitivitdat die Methode der Wahl
fur den Nachweis einer Tollwutinfektion. Ein gegen das Nukleokapsid '
(innere Struktur) des Tollwutvirus gerichteter, mit Fluorescein-Iso-Thio-
Cyanat (FITC) konjugierter polyklonaler Antikorper dient in diesem Ver-
fahren der spezifischen Erkennung und Fluoreszenzmarkierung von Toll-
wuteinschlusskorperchen in infizierten Neuronen (Fig. 1).
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Fig1 NACHWEIS DES TOLLWUTVIRUS
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Gemass WHO-Empfehlung (10) soll die Immunfluoreszenz-Diagnose in
Fallen von ernsthafter Exposition*) eines Menschen durch ein untersuchtes
Tier mit einem zweiten, noch sensitiveren Verfahren abgestiitzt werden, um
die Moglichkeit eines falsch-negativen Resultates auf ein absolutes Mini-
mum zu reduzieren. Klassischerweise wird dafiir die intracerebrale Inoku-
lation von fiinf dreiwochigen Mausen mit einer Suspension des fraglichen
Hirnmaterials herangezogen (4). Dieses Verfahren ist dusserst empfindlich
und beseitigt im negativen Fall (keine Maus an Tollwut gestorben) jeden
Zweifel an einer stattgehabten Tollwutexposition. In mehr als 20’000 in den
letzten 12 Jahren in der schweizerischen Tollwutzentrale im Mauseinokula-
tionstest uiberpriiften Fallen wurden lediglich 10 falsch-negative Immun-
fluoreszenz-Diagnosen (0.043%) festgestellt. Dieses Auswertung zeigt die
enorme Treffsicherheit der direkten Immunfluoreszenz auf, deutet aber doch
auch auf die Berechtigung der WHO-Empfehlung hin. Der Mauseinoku-
lationstest hat allerdings zwei schwerwiegende Nachteile: Einerseits fiihrt er
im Moment an der schweizerischen Tollwutzentrale dazu, dass jahrlich rund
1’300 Maiuse geopfert werden miissen (Stand 1989; 1980: 16’000 Tiere);
anderseits muss in diesem Test mit einer Inkubationszeit von 7-20 Tagen

gerechnet werden, was zu einer entsprechenden Verzogerung der abschlies-
senden Diagnose fiihrt. B

Alternative zum Mauseinokulationstest

Die genannten Nachteile des Mauseinokulationstestes fithrten schon vor
einigen Jahren zu ersten Versuchen, anstelle von Miusen fiir die Uberprii-
fung von negativen Immunfluoreszenz-Resultaten Zellkulturen zu verwen-
den (35,6). Die wichtigste von einem solchen alternativen System zu erfiillen-
de Voraussetzung ist eine mit dem Tierversuch vergleichbare Sensitivitit.
Diese Forderung konnte erst erfiillt werden, als die anfanglich verwendete
BHK-21 (Baby Hamster Kidney) Zell-Linie durch eine Maus-Neuroblastoma
Zell-Linie ersetzt wurde. Die erhohte Empféanglichkeit der Neuroblastoma-
zellen, die urspriinglich aus einem Nervenzellentumor einer Maus gewon- -

*) Als ernsthafte Expositionen gelten Bisse, Kratzverletzungen, Kontakt von Speichel mit

offer_l.en \_Nundqn oder Schieimhauten und unkontrollierter Kontakt von Kindern mit
verdachtigen Tieren |
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Fig. 2: Tollwutvirusnachweis in Neuroblastomazellen mittels Immun-
fluoreszenz.

nen wurden, erklart sich aus der Tatsache, dass das Tollwutvirus eine sehr
ausgepragte Vorliebe fiir Nervengewebe besitzt. Der verfeinerte Zellkultur-
test mit Neuroblastomazellen hat inzwischen bereits in verschiedenen
Laboratorien den Mauseinokulationstest als Kontrolltest fiir die Immun-

f luoreszenz abgelost (1,7,9). Das Prinzip des Zellkulturtests ist relativ
einfach und Resultate liegen nach maximal 5 Tagen vor: Frisch oder vor 24h
umgesetzte Zellkulturen werden mit den Hirnsuspensionen inokuliert und
je nach gewahlter Technik nach 24 bis 120 Stunden Inkubation bei 34-37°C
fixiert und mittels Immunfluoreszenz auf das Vorhandensein von Tollwut-
einschlusskorperchen untersucht (Fig. 2).

Eigene Versuche mit dem Zellkulturtest lassen noch keine endgiiltigen
Schlussfolgerungen zu. In Vorversuchen wurden einige Parameter der
Zellkulturtechnik (Zellzahlen, Medium, Inkubationstemperatur, Inokulation

mit/ohne Zentrifugation) optimiert und die Technik so weit etabliert, dass
eine erste Auswahl von Proben untersucht werden konnte (Tab. 1).

Entscheidende Bedeutung kommt der Uberpriifung jedes Testansatzes mit
einer schwach positiven Kontrolle zu. Mit dieser Kontrolle kann die Emp-
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Tab. 1: Vergleich des Zellkulturtests mit der direkten
Immun eszen o |

1

Anzahl Proben Kontreolle Immunﬁjugreszenz Zellkultu;
46 + + .
11 ' + + -
31 | o+ - _ -
6 - e K
13 ' o : . -
3 . _ . . S o _

1 Kontrolle = schwach positive Kontrolle, die in jedem
Zellkulturansatz mitgefihrt wird

fanglichkeit der verwendeten Zellkulturpassage fiir das Virus getestet wer-
den. In Ansitzen, in denen die Kontrolle positiv war (88 Proben), wurden
im Zellkulturtest gegeniiber der Immunfluoreszenz im Hirnabklatsch-
praparat 19.3 % falsch negative Proben festgestellt.

Schlussfolgerungen

Der Zellkulturtest ist eine verlockende Alternative zum Maiuseinoku-
lationstest. Er ersetzt einen Tierversuch und liefert schnellere Resultate.
Angesichts der Bedeutung einer zuverldssigen Kontrolle fiir die Immun-
fluoreszenz-Routinediagnose der Tollwut miissen an eine solche Alter-
native jedoch sehr hohe Anforderungen punkto Sensitivitdt und Reprodu-
zierbarkeit gestellt werden. In unseren Hinden geniigt diese Methode
einem solchen Anforderungsprofil noch nicht. Die Sensitivitit liegt mit
19.3% falsch negativen Ergebnissen noch in einem inakzeptablen Bereich.
Sie unterliegt ausserdem im Zellkultursystem weit hcheren Schwankungen
als im Mauseinokulationstest. Das grosse Problem in der Zellkultur-
technik 1st die Gewihrleistung einer konstanten Zellqualitit iiber viele
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Passagen. Deshalb miissen entsprechende Kontrollen in jedem Testansatz
mitgefiihrt werden, damit Ansétze verworfen werden konnen, die den
Anforderungen nicht geniigen. Diese Vorsichtsmassnahme wird natiirlich

dazu fiihren, dass auch der Zellkulturtest nicht immer innert weniger Tage
abschliessende Ergebnisse liefert. -

Die Ergebnisse anderer Autoren mit den gleichen Zellen (1,3,6-9) stimmen
uns jedoch zuversichtlich, dass diese Probleme im Zellkulturtest mit einigen
methodischen Modifikationen in absehbarer Zeit zu 16sen sind. Rudd und
Trimarchi (7) beschreiben eine vergleichbare Sensitivitit der beiden Verfah-
ren und haben in ihrem Laboratorium den Mauseinokulationstest durch den
Zellkulturtest ersetzt. Der Zellkulturtest wird auch am Institut Pasteur in
Paris schon seit langerer Zeit anstelle des Méuseinokulationstestes durchge-
fuhrt (1). Ein entsprechend verbesserter Zellkulturtest wird in unserem
Laboratorium noch iiber eine langere Zeitspanne parallel zum Maiuseinoku-

lationstest durchgefiihrt werden miissen, bevor dieser endgiiltig abgelost
werden kann.
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