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Zusammenfassung

Tetanus-Antitoxin wurde unter Verwendung eines Festphasen-Enzymimmunoassays im
Serum von 4187 Mannern und 408 Frauen im Alter zwischen 19 und 90 Jahren gemessen.
Unter der Annahme einer protektiven Schutzschwelle von 0,1 IE/ml Antitoxin-Antikorpern
lieB sich bei 96% aller Manner und bei 71% aller Frauen ein ausreichender Impfschutz
feststellen. Bei den jungeren Probanden beiderlei Geschlechts war die Tetanusimmunitat
gunstiger ausgepragt als bei den &lteren Personen. In den Proben von Mannern und Frauen
zwischen dem 60. und dem 70. Lebensjahr wurde ein rapider Verlust des Impfschutzes
verzeichnet. Die Notwendigkeit einer Auffrischimpfung 1Bt sich durch die quantitative
Messung von Tetanus-Antitoxin leicht objektivieren. Die serologische Uberpriifung des
Impfstatus ist auch in unklaren Féllen angezeigt, um Hyperimmunreaktionen bei ausreichend
immunisierten Personen zu vermeiden. Die verwendete Methode zur Antikdrperbestimmung
ist im Routinelabor einfach durchzufihren.
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Einleitung

Die Inzidenz der durch hohe Letalitdt gekennzeichenten Tetanuserkrankung konnte in zahl-
reichen Landern dank der standig verbesserten Hygieneverhéltnisse und insbesondere durch breit
angelegte Impfmalinahmen gesenkt werden. Nach Angaben der WHO ist Tetanus vor allem in
unterentwickelten Landern noch immer weit verbreitet, woran jahrlich ca. 400000 bis 800000
Menschen sterben (24). In der Bundesrepublik Deutschland werden ungefahr 15 Falle pro Jahr
registriert (9). Diese niedrige Zahl ist wohl nicht zuletzt zuriickzufiihren auf die hohe Durch-
impfungsrate der Bevolkerung. Untersuchungen an kleinen Kollektiven und ausgesuchten
Probanden weisen dennoch auf Liicken der Tetanusimmunitét bei meist dlteren und besonders bei
weiblichen Bundesburgern hin (4,12). Gemessen an der Haufigkeit von Komplikationen ist das
Impfrisiko sehr gering (1). Anlailich von Wiederimpfungen kann die Verwendung des Tetanus-
Adsorbat-Impfstoffes gelegentlich zu lokalen Reaktionen wie Rétung, Schwellung, Schmerz und
Fieber fuhren (21). Vereinzelte Félle sind jedoch auch beschrieben, in denen eine demyelinisie-
rende Form von Polyneuritis (7), schwere tonische Muskelkrampfe (17) sowie Todesfélle (18)
aufgetreten sind. Die unterschiedliche Ansprechbarkeit des individuellen Immunsystems auf den
Impfstoff sowie die nicht voraussehbare Reaktionsweise des Impflings lassen einerseits eine
genaue Dokumentation der Impfzeitpunkte und andererseits eine strengere Indikation zur Auf-



frischimpfung als bisher tblich ratsam erscheinen. Dabei kann die H6he des Tetanus-Antitoxin-
Titers, meRbar in IE/ml Serum, als Entscheidungshilfe dienen.

In dieser Arbeit legen wir unsere Untersuchungen ber die Tetanusimmunitat bei Mannern und
Frauen im Alter zwischen 19 und 90 Jahren vor. Die Verwendung eines Enzymimmunoassays
(15) erlaubte die quantitative Bestimmung von protektivem Tetanus-Antitoxin. Dieses Nach-
weisverfahren ist gleichzeitig geeignet, die Indikation zur Revakzination zu objektivieren sowie
Impfungen ohne Kenntnis der Serum-Antitoxin-Konzentration und damit verbundene mdgliche
Komplikationen zu vermeiden.

Probanden und Methoden

Die Bestimmung von spezifischen Tetanus-Antitoxin-Titern erfolgte bei 4187 Mannern und 408
Frauen im Alter zwischen 19 und 90 Jahren. Die Serumproben stammten von Personen aus dem
gesamten Bundesgebiet, die sich im Rahmen einer ambulanten oder stationaren Behandlung in
den verschiedenen Bundeswehrkrankenhdusern aufhielten. Manner bis zu 40 Jahren waren in der
Mehrzahl Angehdrige der Deutschen Bundeswehr. Proben von élteren mannlichen Probanden
stammten vor allem von zivilen Personen. Bei den Frauen handelte es sich ausschliel3lich um
Nichtangehorige der Bundeswehr. Alle Probanden wurden in Altersstufen von Flnf- und Zehn-
Jahresschritten unterteilt. Fir die quantitative Messung der Tetanus-Antitoxin-Titer kam ein
heterogener Festphasen-Enzymimmunoassay (ELISA) in Polystyrol-Mikrotiterplatten zur An-
wendung (15) und umfafte folgende Schritte:

1. Beschichtung der Platten mit in Karbonatpuffer verdiinntem Tetanus-Toxoid (Stammlésung
1000 Lf/ml, 1510 Lf/mg N, 4,20 g Eiweil/l; Behringwerke, Marburg).

2. Blockierung freier Bindungsstellen mit Rinderserumalbumin in Phosphatpuffer.

3. Inkubation mit Standards (Kalibrierlosung Tetagam, 290 IE/ml, ermittelt im Toxinneutrali-
sationstest in der Maus anhand einer Standardzubereitung und unter Verwendung der
L+/10-Dosis gemalR DAB 1986; Behringwerke, Marburg), Kontroll- und Probandensera
(Routineverdiinnung 1:100 und 1:1000), alle Vorverdiinnungen in Rinderserumalbumin/
Phosphatpuffer.

4. Markierung der Antigen-Antikdrper-Komplexe mit alkalische-Phosphatase-konjugierten
Anti-Human-1gG-Antikorpern (Dianova, Hamburg) und p-Nitrophenylphosphat als Enzym-
substrat.

Zwischen den Inkubationsschritten wurden die Platten in 0,05% Tween 20 in Phosphatpuffer
gewaschen.

Alle Tests wurden in Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die photometrische Auswertung der
Platten und die Berechnung der Antikérperkonzentrationen erfolgte bei 405 nm in einem
rechnergesttitzten Titertek-Multiscan-MCC-ELISA-Reader der Fa. Flow (Meckenheim) auf der
Basis der linearen Regression. In der Routine verwendeten wir Verdiinnungen, die einen MeR-
bereich von 0,01 bis 6,3 IE/ml abdeckten. Die gemessenen Antikdrperkonzentrationen wurden
Titerbereichen (Tab. 1) zugeordnet, die wir auch fur die Wertung des Impfstatus von Soldaten
der Bundeswehr verwenden (15). Die Einteilung in bestimmte Titerbereiche basiert auf prak-
tischen und theoretischen Erwégungen. In der Literatur wird zwar eine tragfahige Immunitat mit
0,01 IE/ml angegeben (4, 22), es konnte aber in klinischen Fallstudien gezeigt werden, dal3 dieser
als protektiv geltende Antitoxin-Titer nicht immer ausreichend (10) ist und somit ein hoherer
Schutztiter angestrebt werden sollte. Aus Sicherheitsgriinden wurde ein zehnfach héherer Wert



als der international festgelegte Mindesttiter fur eine Tetanusprophylaxe empfohlen (9). Der
»wahre« Schutzspiegel beim Menschen ist aber nicht genau bekannt, da alle diesbeziiglichen
Untersuchungen auf Ergebnissen von Tierversuchen beruhen. Dariiber hinaus sind im Falle einer
Tetanusinfektion Unterschiede des individuellen immunologischen Abwehrverhaltens zu erwar-
ten.

Tab.l Empfehlungen zur Bewertung von Tab. 11 Anzahl und prozentuale Verteilung der Probanden auf die Tetanus-Antitoxin-Titerstu-
Tetanus-Antitoxin-Konzentrationen im fen
Serum Titerbereiche
Tetanus- Bewertung des Impfschutzes Probanden <0,01 0,01-0,1  0,1-0,5 0,6—-1,0 1.1-6,3 >6,3
Antitoxin Miinner
Titerbereich (n = 4187) 96 63 310 304 2158 1256
IE/ml Anteil (%) 2,3 1.5 7.4 7:3 51,5 299
=<0,03 kein Impfschutz vorhanden, Frauen
Durchfiihrung der Grundim- (n = 408) 90 30 92 43 124 29
munisierung indiziert Anteil (%) 22,1 7.3 22.5 10,5 30,4 7.1
0,03-0,1 Impfschutz nicht sicher ge-

wihrleistet, Auffrischimpfung
empfohlen, Titerkontrolle
in 4 Wochen

0,1-0,5 Impfschutz vorhanden, Auf-
frischimpfung empfohlen, Ti-
terkontrolle in 4 Wochen

0,6—1,0 ausreichender Impfschutz,
Kontrolle in 2 Jahren

1,1-5,0 langfristiger Impfschutz,
Kontrolle in 5—10 Jahren

=50 langfristiger Impfschutz,
Kontrolle in 10 Jahren

Ergebnisse
ELISA-Testsystem

Der verwendete Festphasen-Assay erwies sich bei guter Prézision auch fur die Analyse hoher
Probenzahlen (z.B. 150-200 Sera pro Tag) als leicht und sicher durchflihrbar. Die ermittelten
Variationskoeffizienten (VK) der Intra- und Interassay-Varianz betrugen VK = 5,4% bzw. VK
= 12,7%. Auf der Grundlage der Auswertung von Referenzstandards wurde die Beziehung
zwischen Extinktion und jeweiliger Tetanus-Antitoxinmenge durch lineare Regression
bestimmt und mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten tberprift. Dabei konnte ein Korrela-
tionskoeffizient von 0,998 ermittelt werden.

Tetanusimmunitat bei Mannern und Frauen

Alle Ergebnisse sind in Tab. 1I-1V sowie in Abb. 1 und 2 dargestellt. Bei Berticksichtigung
einer Schutzschwelle von 0,1 IE/ml bezifferte sich der Anteil aller untersuchten Frauen ohne
ausreichenden Tetanus-Impfschutz auf 29%. Im Vergleich hierzu stellten wir bei lediglich 4%
aller untersuchten Ménner einen mangelhaften Impfschutz fest.

Sowohl innerhalb einzelner Titerklassen als auch bei den verschiedenen Altersstufen lagen die
Einzelwerte breit gestreut. Aus den Abbildungen l&it sich dennoch deutlich ableiten, daB bei
jungeren Probanden beiderlei Geschlechts eine hohere Immunitét (ausgedriickt in spezifischen
Antikdrperkonzentrationen, 1E/ml) bestand als bei den alteren Probanden. Zwischen dem 60.
und 70. Lebensjahr wird ein rapider Abfall des Impfschutzes bei Mé&nnern und Frauen glei-
chermalen nachgewiesen.



Abb. 2 zeigt, dall Frauen aller Altersstufen prozentual haufiger einen fehlenden Tetanus-
Impfschutz aufwiesen als Ménner. Diese wiederum verfugten regelméaRig in einem héheren
Prozentsatz als die Frauen Uber einen sehr guten Impfschutz (Titerbereiche zwischen 1,1 und
>6,3 IE/ml). Erst zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr wird auch hier ein deutlicher Abfall
des Impfschutzes meRbar.

Tab, Il Verteilung der einzelnen Tetanus-Antitoxin-Titerklassen auf die verschiedenen Altersgruppen der Minner

Altersgruppen, mannliche Probanden

Titerbereich 19—25 2630 S1=35 36—-40 41-45 4650 51-60 61=T0 71-80 8190 Gesamt
=0.03 46 3 4 2 1 1 8 12 14 3 96
0,03-0,1 38 6 1 1 1 1 2 4 7 2 63
0,1-0,5 200 23 10 5 7 22 23 9 7 4 310
0,6—1.0 205 22 9 g 12 21 19 =) | 1 304
1,1-63 1533 303 74 49 39 60 86 5 5 4 2158
=6.3 1058 126 25 7 15 16 8 o~ 1 = 1256
Summe 3080 485 123 73 15 121 146 35 35 14 4187

Tab. IV Verteilung der einzelnen Tetanus-Antitoxin-Titerklassen auf die verschiedenen Altersgruppen der Frauen

Altersgruppen, weibliche Probanden

Titerbereich 19-25 26—-30 31-35 36—40 41-45 46-50 51-60 61=T0 71-80 81-90 Gesamt
=0,03 =] 3 3 7 15 7 10 14 16 10 90
0,03-0,1 2 1 3 1 3 L 2 6 5 2 30
0,1-0,5 8 9 6 9 6 11 21 13 8 1 92
0,6-1,0 19 7 4 1 2 1 3 2 3 1 43
1.1-6,3 28 29 15 10 10 13 7 6 4 2 124
=6,3 7 4 4 4 2 2 o = 1 = 29
Summe 69 53 a5 32 38 39 48 41 37 16 408
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Abb. 1 (links) Fehlende Tetanusimmunitit bei Mé&nnern und Frauen in Abhéngigkeit vom Alter (Titer-
bereich <0,01 IE/ml)

Abb. 2. (rechts) Tetanus-Impfschutz (Titerbereiche 1,1 bis >6,3 IE/ml) bei Mannern und Frauen in
Abhdangigkeit vom Alter

Diskussion

Die vorliegende Arbeit ist ein Beitrag zur Untersuchung Uber die Tetanusimmunitat der
erwachsenen Bevoélkerung in der Bundesrepublik Deutschland. Hierfur ist, wie auch fir
andere infektionsserologische Bestimmungen, der quantitative Enzymimmunoassay in der
Version eines heterogenen Festphasen-ELISA aufgrund seiner einfachen Durchfiihrbarkeit
und hohen Nachweisempfindlichkeit die Methode der Wahl (1, 2, 5, 8, 16,19). Die ELISA-



Technik erlaubt insbesondere bei Verwendung einer standardisierten Kalibrierung die Ver-
gleichbarkeit von Ergebnissen unterschiedlichen Ursprungs, die bei anderen In-vitro-Ver-
fahren wie Hamagglutination oder Gegenstromelektrophorese nicht zu erzielen ist.

Die bisher publizierten Untersuchungen uber die Tetanusimmunitat der deutschen Bevolke-
rung beziehen sich in der Regel auf kleine, begrenzte Kollektive oder auf umschriebene
geographische Einzugsgebiete (9, 11, 22). Die Ergebnisse aus anderen Landern, z.B. aus
Finnland (20), konnen aufgrund unterschiedlicher Landesstrukturen und Impfverpflichtungen
nicht ibernommen werden. Die Erstellung eines Uberblicks tber den landesweiten Impfstatus
erschien uns aus diesen Griinden daher notwendig.

Im Fall einer Tetanusinfektion resultiert der Schutz vor Erkrankung durch VVorhandensein von
ausreichenden Mengen an Toxin neu-tralisierenden Antikorpern im Verhaltnis zur gebildeten
Toxinmenge. Aus Griinden fehlender experimenteller Daten kann nur vermutet werden, daf3
mit steigenden Antitoxintitern graduelle Abschwéchungen der Verléufe von Tetanuserkran-
kungen auftreten. Der Spiegel neutralisierender Antikorper, der gewdhnlich als protektiv gilt,
wird mit 0,01 IE/ml ange-geben (4, 8, 22) und leitet sich aus Tierversuchen ab. Fir eine ver-
lakliche Aussage beim Menschen existieren keine experimentellen Daten. Klinische Fallstu-
dien belegen jedoch, daR der minimal protektive Antitoxinspiegel von 0,01 IE/ml nicht aus-
reichend ist und verniinftigerweise eine mindestens 10 fach héhere Antikdrperkonzentration
anzustreben ist (6, 9, 10).

Auf der Grundlage eines angenommenen protektiven Antikorperspiegels von 0,1 IE/ml konn-
te bei 96% aller von uns untersuchten Manner und bei 71% aller Frauen eine ausreichende
Tetanusimmunitat festgestellt werden. Es liel? sich bestétigen, dal bei Frauen regelméaRig ein
im Vergleich zu den Méannern niedrigerer Tetanus-Antitoxinspiegel vorlag (4, 6, 24). Eine
gegenteilige Beobachtung an einem allerdings sehr kleinen Kollektiv 183t sich nicht einordnen
(11). Untersuchungen auBerhalb der Bundesrepublik koénnen aufgrund landestypischer
Unterschiede nicht in eine ndhere Bewertung einbezogen werden. So wurden beispielsweise
aus Finnland keine signifikanten Unterschiede in der Tetanusimmunitat bei Mé&nnern und
Frauen berichtet (20).

Ein wichtiger Grund fir die hohere Tetanusimmunitat bei Mannern in der Bundesrepublik
liegt in der allgemeinen Wehrpflicht und der damit verbundenen Impfpflicht gegen Tetanus.
Dabei wird weitestgehend liickenlos und wiederholt geimpft mit der Folge sehr hoher Impf-
titer. Bei der Austitrierung der Sera ergeben sich haufig Werte zwischen 60 und 100 IE/ml,
nicht selten werden aber auch Konzentrationen von uber 100 IE/ml gemessen. Nach unseren
Erfahrungen kann somit bei entlassenen Wehrpflichtigen und Zeitsoldaten mit einem Schutz
vor Tetanus fur einen Zeitraum von mehr als 10 Jahren gerechnet werden.

Der Anteil der nicht bzw. nicht mehr gegen Tetanus geschiitzten Personen steigt mit Errei-
chen des Alters von 60 Jahren, und zwischen 60 und 70 Jahren wird dann ein rapider Verlust
des Impfschutzes sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen aufféllig.

Die vorliegende Untersuchung unterstreicht, dal3 die zuvor genannte Altersgruppe besonders
gefahrdet ist und eine Kontrolle des Tetanus-Impfschutzes empfohlen werden muf3. Die ein-
fache Durchfiihrung der Titerbestimmung mit dem quantitativen ELISA ist geeignet, Risiko-
Gruppen schnell und sicher zu erfassen (13, 14). Die Kenntnis des individuellen Impftiters ist
als allgemeine Grundlage flr eine Bewertung geeignet, ob Impfung oder Auffrischimpfung
angezeigt sind. Impfungen ohne Kenntnis des quantitativen Impfstatus und ohne vorliegende
Impfdokumentation bergen in hohem Mal} das Risiko von Impfkomplikationen (9).



Zusammenhange zwischen spezifischer Antikdrperkonzentration und dem AusmaR einer
maoglichen Impfreaktion im Bereich der Applikationsstelle sind bekannt (1). Bei wiederholten
Impfungen lassen sich Nebenwirkungen als Hyperimmunreaktion deuten. Dabei sind sowohl
Reaktionen vom allergisch-hyperergischen Typ als auch Reaktionen vom verzdgerten Typ
nicht auszuschlieen (23). Es wurde berichtet, dal3 es in ca. 30% der Falle zu einem Arthus-
Phéanomen kommt und sich auf dem Boden einer hdmorrhagischen Vaskulitis Nekrosen ent-
wickeln kénnen (3).

Zusammenfassend ist der quantitative ELISA ein spezifisches und sensitives Verfahren fir
die Erfassung und Beurteilung des Tetanus-Impfschutzes. Frauen weisen einen durchschnitt-
lich geringeren Impftiter auf als Manner. Licken in der Tetanusimmunitat werden insbeson-
dere bei Frauen und auch bei Personen beiderlei Geschlechts im Alter ab 60 Jahren festge-
stellt. Die Messung der individuellen Antikdrperkonzentration bietet sich in allen Féllen von
ungenauer Impfanamnese bzw. unbekanntem Impfstatus an. Auf diese Weise lassen sich
Impfkomplikationen minimieren.
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