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Zusammenfassung
Zellen des Immunsystems, insbesondere Blutmonozyten und
Makrophagen, schutten bei Kontakt mit pyrogenen (fieberer-
zeugenden) Verunreinigungen Botenstoffe aus, die im Organis-
mus die Fieberreaktion vermitteln. Ein neuer Pyrogentest
macht sicn genau diese Reaktion als MejJsystem zunutze: Die
zu priifenden Substanzen werden zusammen mit einer kleinen
Blutmenge cines gesunden Spenders inkubiert. Anwesende
Pyrogene machen sich dabei durch die Bildung von Interleu-
kin-I bemerkbar, das im ELISA bestimmt werden kann.
Der in den Arzneibiichem beschriebene Kaninchen-Pyrogen-
test mij3t den Anstieg der Korpertemperatur nach Injektion der
Prufsubstanz: Der neue Pyrogentest ist im Vergleich sensitivet;
okonomischer und mijJt gleichzeuig die Reaktion der relevan-
ten Spezies. 1m Gegensat; zur gebrduchlichen in vitro Ersatz-
methode, dem Limulus-Amobozyten-Lysat-Test (LAL), ist der
Test nicht auf die Endotoxine Gram-negativer Bakterien
beschriinkt und wird auch nicht in gleichem MajJe durch.
Endotoxin-bindende Substanzen wie Blutproteine gesuirt.
Hier werden Zwischenergebnisse der laufenden Optimierung
und Priivalidierung vorgestellt. Erste Resultate der Evaluie-
rung for biologische und pharmazeutische Armeimittel werden
vorgestellt.
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1 Einleitung und Fragestellung

Die fruhzeitige Erkennung bakterieller
Infektionen ist fur den menschlichen Or-
ganismus iiberlebenswichtig. Evolutionar
ist deshalb ein hochempfindliches MeB-
system entstanden, das Bakterien und an-
dere Mikroorganismen an jenen Struktu-
ren identifiziert, die sie nicht mit dem
menschlichen Organismus teilen. Beson-
ders wirkungsvoll reagiert das menschli-
che Immunsystem dabei auf Strukturen,
die bei vielen Bakterienarten vorkommen;
das bekannteste Beispiel hierfiir sind die
Endotoxine Gram-negativer Bakterien, die
vermutlich die wirksamsten Immunstimuli
iiberhaupt darstellen. Diese Lipopolysac-
charide (LPS) der auberen Bakterienwand
losen die Gesamtheit der Abwehrreaktio-
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Summary: Evaluation and further development of a pyrogeni-
city assay based on human whole blood
When cells of the immune system, i.e. primarily blood mono-
cytes and macrophages, come into contact with pyrogens
(fever inducing contaminations) they release mediators
transmitting the fever reaction within the organism. A new
pyrogen test exploits this reaction for the detection of pyro-
gens: human whole blood taken from healthy volunteers is
incubated in the presence of the test sample. In case of pyrogen
contamination, the formation of interleukin-I is induced. which
is determined by ELISA.
According to the various pharmacopoeia, the rabbit pyrogen
test determines the fever reaction following injection of a test
sample. In comparison, the new whole blood assay is more
sensitive. less expensive and determines the reaction of the
targeted species. In contrast to the well established in vitro
alternative, i.e. the limulus amebocyte lysate assay (LAL), the
blood assay is not restricted to endotoxins of Gram-negative
bacteria and is not to the same extent disturbed by endotoxin-
binding blood proteins.
Here, interim results of the ongoing optimisatioti and prevali-
dation are demonstrated. Preliminary data of the evaluation
for biological and pharmaceutical drugs are presented.

nen aus, die wir als Entziindung und Fie-
ber kennen. Aufgrund ihrer ausgepragtcn
Fahigkeit zur Fieberinduktion werden En-
dotoxine und andere fieberauslosende
Strukturen auch als Pyrogene zusammen-
gefaBt (Pearson, 1985). Zellen des Immun-
systems, insbesondere Blutmonozyten und
Makrophagen, schutten bei Kontakt mit
pyrogenen Verunreinigungen Botenstoffe
aus, die im Organismus die Fieberreakti-
on vermitteln. Der bekannteste Vertreter
dieser endogenen Pyrogene ist das Inter-
leukin-lB (IL-IB).

Bin neuer Pyrogentest (Hartung und
Wendel, 1995, 1996) macht sich genau
diese Reaktion als MeBsystem zunutze:
Die zu prufenden Substanzen werden mit
einer kleinen Blutmenge yon einem ge-
sunden Spender zusammen inkubiert. An-

wesende Pyrogene machen sich dabei
durch die Induktion der Bildung yon IL-
113bemerkbar, das im ELISA bestimmt
werden kann. Ahnliche Ansatze der Mes-
sung einer IL-IB-Bildung durch Zellen als
Pyrogentest sind bereits friiher vorgeschla-
gen worden (Dinarello et al., 1984; Han-
sen und Christensen, 1990); die Proble-
matik der Standardisierung dieser Syste-
me hatjedoch eine breiteAnwendung bis-
her verhindert. Gefordert durch die Zen-
tralstelle fur die Erfassung und Bewertung
yon Ersatz- und Erganzungsmethoden
zum Tierversuch (ZEBETI BgVV, Berlin)
wurde der Test seit seiner Erstbeschrei-
bung weiter optimiert. Zur Zeit erfolgt erne
Pravalidierung in Kooperation zwischen
der Universitat Konstanz, dem Paul-Ehr-
lich-Institut, Langen, und unter Beteili-
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gung der Finnen Ccnteon (Marburg), Bio-
test (Dreieich) und BioChem (Karlsruhe).
Dicse Pravalidierung, gefordert durch das
Bundesministerium fur Bildung, Wissen-
schaft, Forschung und Technologie
(BMBF), pruft den Einsatz der Methode
als Ersatz fur den Kaninchen-Pyrogentest
fur Biologische Arzneimittel. Erste Erfah-
rungen im humanen Vollbluttest auf Py-
rogene in dieser Produktgruppe konnten
mit humanem Serumalbumin, Immunglo-
bulinen, Impfstoffen und Blutgerinnungs-
faktoren gemacht werden. MitAusnahme
von einigen Impfstoffen und einge-
schrankt Albumin sind diese Arzneimittel
zur Zeit nur im Kaninchen-Pyrogentest
prufbar.

Eine weitere Pravalidierung fur pharma-
zeutische Produkte, angeregt durch die
Europaische Pharmakopoe und gefordert
von Boehringer Mannheim, erfolgt derzeit
an der Universitat Heidelberg, Institut fur
Hygiene und Mikrobiologie. In Zusam-
menarbeit mit den Firmen Pharma Ha-
meln, Hameln, Boehringer Mannheim,
Mannheim, BioChem, Karlsruhe, und
Phytos, Neu-Ulm, wird hierbei die Taug-
liehkeit des neuen Tests fur die Prtifung
yon injizierbaren Medikamenten (Paren-
teralia) untersucht. Fur diese Produkte
kann heute bereits in groBem MaBe der
Kaninchen-Pyrogentest durch eine Ersatz-
methode, den Limulus-Amobozyten-Ly-
sat-Test (LAL-Test), ersetzt werden. Der
Test auf Basis der Reaktion yon mensch-
lichem Blut verspricht jedoch, einige der
Begrenzungen des LAL zu iiberwinden.

Yon der Firma DPC Biermann, Bad
Nauheim, wird derzeit eine standardisier-
te Version des Tests als Kit auf den Markt
gebracht, wodurch eine einheitliche
Durchfiihrung bei den verschiedenen Pruf-
stellen erleichtert wird. Insbesondere wird
dadureh auch die intemationale Verbrei-
tung und Verftigbarkeit der Methode un-
tersttitzt. Im vorliegenden Artikel werden
erste Resultate der komplexen Evaluie-
rung und Pravalidierung zusamrnengefaBt,
die die endgultige Ablosung des Kanin-
chen-Pyrogentests und Erganzung des
LAL zum Ziel hat.

2 Material und Methoden

Die Methodik des Pyrogentests wurde
bereits beschrieben (Hartung und Wendel,
1995,1996). Das Prinzip basiert auf einer
Inkubation der zu testenden Probe mit
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frisch gewonnenem Blut eines gesunden
Spenders in pyrogenfreien Polypropylen-
Gefalsen. Nach der mindestens sechsstiin-
digen lnkubation bei 37°C erfolgt die Be-
stimmung von IL-IB im ELISA (DPC
Biermann, Bad Nauheim). Im Rahmen der
Optimierung der Methode wurden folgen-
de Veranderungen im Vergleich zur Erst-
beschreibung vorgenommen: Es wird he-
parinisiertes Blut statt Citrat-Blut verwen-
det, wodurch der Heparin-Zusatz zum
Verdunnungsmedium entfallt. Das zur Ver-
dimnung verwendete Zellkulturmedium
(RPMI 1640) wurde durch klinische
Kochsalzlosung (Braun, Melsungen) er-
setzt. Auf den Zusatz von Antibiotika wur-
de verzichtet. Die Inkubation erfolgt jetzt
wahlweise im Brutschrank, Warrne-
schrank oder Thermoblock. Ais Standard-
ansatz schlagen wir eine Inkubation mit
1.000 I-LIKochsalzlosung, 100 oder 200 I-LI
Heparinblut und 100 I-Llder zu prtifenden
Losung vor. Zum Nachweis yon Endoto-
xinen erwies sich eine Inkubationszeit yon
3 Stunden als ausreichend; es wurde je-
doch beobachtet, daB es bei manchen Pro-
ben mit Nicht-Endotoxin-Pyrogenen erst
zu einer verzogerten Freisetzung von IL-
IB kam, so daB eine Inkubation von min-
destens sechs Stunden empfohlen wird, am
zweckmalligsten uber Nacht. Auf das ar-
beitsaufwendige Zentrifugieren der Pro-
ben nach der Inkubation kann verzichtet
werden.

Unter den genannten Bedingungen ist
die spontane Freisetzung von IL-IB mini-
mal, d.h. unter der Nachweisgrenze kauf-
licher ELISAs. Eine signifikante Freiset-
zung yon IL-IB im Vergleich zum Rau-
schen des Blank muB als Ausdruck einer
Aktivierung, d.h. einer Pyrogen- Verunrei-
nigung der Probe bzw. des Inkubations-
ansatzes gewertet werden. Die bisher un-
tersuchten biologischen Arzneimittel in-
duzieren im hier vorgestellten Test in ge-
ringem MaBe IL-IB. Diese Induktion ist
jedoch spezifisch fur eine bestimrnte Arz-
neimittelspezialitat und verschiebt das
Rauschen des Negativwertes lediglich et-
was nach oben. Fiir biologische Arznei-
mittel kann also nicht pauschal gesagt
werden, daB jede signifikante Freisetzung
von IL-IB Ausdruck einer Pyrogenverun-
reinigung ist, sondern es muf im Rahmen
der Validierung ein arzneimittelspezifi-
scher Wert gefunden werden.

Eine etwaige abnormale, zu starke oder
zu schwache Reaktion eines Spenders

kann durch die Reaktion auf Referenzma-
terialien, vorzugsweise Endotoxine, erfaflt
werden; bei mittlerweile mehreren Hun-
dert Blutspendern haben wir extreme Ab-
weichungen jedoch noch nicht beobach-
tet.

2.1 Pyrogene
Es wurden Endotoxine von Salmonella
typhi, Salmonella enteriditis, Salmonella
abortus equi, Pseudomonas aeruginosa,
E. coli 055, E. coli 0127, Klebsiellapneu-
moniae und Shigella flexneri eingesetzt
(alle Sigma, Deisenhofen, S. abortus equi
zusatzlich von Pyroquant, Walldorf). Die
im Text erwahnten Lipoteichonsauren
wurden yon Prof. W. Fischer, Erlangen,
freundlicherweise zur Verfugung gestellt.

2.2 LAL- Test
Zur Einstellung der Standardpyrogene am
Paul-Ehrlich-Institut, Langen, und als Ver-
gleichsmethode bei der Endotoxinprtifung
yon Parenteralia im Hygiene-Institut, Hei-
delberg, wurde der LAL-Gelierungstest
yon Pyroquant Diagnostik verwendet. Bei
dieser Methode wird nach Zugabe einer
endotoxinhaltigen Losung zu einem aus
dem Pfeilschwanzkrebs (Limulus polyphe-
mus) gewonnenen Amobozyten-Lysat eine
Gelbildung des Gemisches ausgelost. Die
Bildung eines festen Gels, das nicht mehr
zerflieBen kann, zeigt ein positives Ergeb-
nis auf Endotoxinverunreinigung an. Im
negativen Fall findet keine Gelbildung
statt.

An der Universitat Konstanz wurde al-
temativ der chromogene COATEST En-
dotoxin (LAL, Endpunktmethode) ver-
wendet (Chromogenix AB, Hamochrom,
Essen). Uber eine endotoxinvermittelte
Enzymaktivierung und anschlielsende
Substratumsetzung wird photometrisch
ein Farbumschlag gemessen.

2.3 Test fur biologische Arzneimittel
Der humane Vollbluttest wurde wie oben
besehrieben angewandt. Ais Endotoxin-
standard wurde LPS von Salmonella ab-
ortus equi (Sigma), der im LAL-Gelie-
rungs test eingestellt wurde, eingesetzt.

Folgende Praparate jeweils verschiede-
ner Hersteller kamen zur Prufung auf Py-
rogene im Vollblut -Pyrogentest pur und in
Verdtinnungen yon 1:10 bis 1:10.000 zum
Einsatz: humanes Serumalbumin (5-25%),
Immunglobulinpraparat (50 mg Protein
pro ml), Blutgerinnungsfaktor VIII, Toll-
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wutimpfstoff (inaktiviert) und Gelbfiebcr-
impfstoff.
Es wurde zusatzlich jede Verdunnungs-

stufe mit 250 pg/ml LPS versetzt
("spiked").

2.4 Test fiir nicht biologische Paren-
teralia
Der humane Vollbluttest wurde wie oben
beschrieben angewandt. Als Endotoxin-
standard wurde das am Referenzstandard
BRP-2 des Europaischen Arzneibuchs
eingestellte Kontrollendotoxin NP-3 yon
S. abortus equi (Pyroquant, Walldorf) ein-
gesetzt.
Folgende Gruppen yon Fertigarzneimit-

teln wurden bisher im Vollblut-Pyrogen-
test als Probe eingesetzt: Glukoselosun-
gen 2,5-50% mitlohne Kochsalzzusatz,
Ringerlosungen, Volumenersatzmittel auf
Dextran- und Gelatinebasis, Aminosau-
rengemisehe, Wehenhemmer Fenoterol-
Hydrobromid.
Fur jedes Arzneimittel wurde dureh

Verdtinnen und Zugabe von definierten
Endotoxinmengen auf cine eventuell vor-
handene Interferenz, d.h. Storung des
Testsystems dureh die Probe, gepruft, urn
Verdtinnungen zu ermitteln, bei denen die
Probe den Testansatz nicht stort. Zur
Uberprufung der Riehtigkeit wurde zu-
dem von "spiked" Proben die LPS-Wie-
derfindung bestimmt. Verglichen wurden
diese Ergebnisse mit in den internationa-
len Arzneibuchern existierenden Grenz-
werten (ELC: endotoxin limit concentra-
tion), die auch im humanen Vollblut-Py-
rogentest erreieht werden sollten,

3 Ergebnisse

Die Methode wurde wie im Methodenteil
besehrieben vereinfacht. Die Freisetzung
yon IL-IB in Gegenwart yon Pyrogenen
stellt sich dabei im wesentlichen als
Schwellenreaktion dar (Abb.L), d.h. die
verschiedenen Spender reagieren, wie hier
fur 32 Spender einer Blutbank gezeigt, in
einem relativ scharf definierten Konzen-
trationsbereich fur Endotoxine mit einem
plotzlich einsetzenden, starken Anstieg
der IL-IB-Freisetzung. Eine weitere Er-
hohung der LPS-Konzentration uber meh-
rere Zehnerpotenzen fuhrt dann nur noch
zu einer geringen weiteren Steigerung der
IL-IB-Freisetzung (Daten nieht gezeigt).
Die Lagerbarkeit des Blutes bis zur In-

kubation wurde systematiseh geprtift: Bis
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Abbildung 1: Interleukin-1 f3 Ausschi.ittung von Blut durch geringe Endotoxinkonzen-
trationen. Gezeigt sind die gemittelten Werte der Einzelversuche von 32 Blutspendern
mit Standardabweichung des Mittelwertes. Aufgrund logarithmischer Darstellung wur-
de der NulJpunkt bei 1pg/ml LPS aufgetragen.

zu acht Stunden bei Raumtemperatur war
die Reaktion bezuglich ihrer Empfindlich-
keit und der Menge der IL-IB-Bildung
unverandert. Bei Lagerung im Kuhl-
schrank fiel die IL-IB-Freisetzung dage-
gen bereits nach 4 h ab, wie auch bei La-
gerung bei Raumtemperatur fur mehr als
8 h. Bis zu 72 h war aber prinzipiell ein
Signal bei wenig veranderter Ernpfindlich-
keit detektierbar. Dajedoch das Antwort-
verhalten auf Nicht-Endotoxin-Pyrogene
nieht abgeschatzt werden kann, sollte eine
Inkubation weiterhin moglichst rasch naeh
Blutnahme erfolgen.
Neben dem LPS oder Endotoxin spie-

len als Fieberausloser auch Nicht-Endo-
toxine eine relevante Rolle. Es wurde be-
reits gezeigt (Hartung und Wendel, 1995,
1996), daBverschiedene Vertreter wie hit-
zegetoteter Staphylococcus aureus, Mura-
myldipeptid, Phorbolester oder Lipo-
teichonsaure von dem neuen humanen
Vollblut-Pyrogentest detektiert werden
konnen. In der Zwischenzeit wurden
knapp 40 Lipoteichonsauren von mehr als
20 Bakterienarten in dem Test als Pyro-
gene nachgewiesen (Publikation in Vor-
bereitung). Da der LAL-Test hier eine
Beschrankung auf Endotoxin aufweist,
konnte mit der neuen Methode ein weite-
res sicherheitsrelevantes Spektrum an Py-
rogenen erfaBt werden.
Der Vergleich der Schwellenreaktion,

d.h. der Endotoxinkonzentration, die im
jeweiligen Test erstmals positiv ist, im
humanen Vollblut-Pyrogentest mit dem
LAL-Test zeigt in Abbildung 2 C in Ab-

hangigkeit verschiedener Endotoxine
(LPS) unterschiedliche Empfindlichkei-
ten. Ein bedeutsamer Unterschied tritt in
bezug auf die Differenzierung verschie-
dener Endotoxine auf: So zeigen alle 10
Endotoxine in Abbildung 2 einen ahnli-
chen Schwellenwert yon 100pg oder 1ng/
ml LPS im LAL-Test, wahrend im neuen
Vollblut-Pyrogentest Schwellenreaktionen
zwischen 1pg und 10.000 pg differenziert
werden konnen. Das heiBt, daB mit der
Vollblutmethode verschiedene Endotoxi-
ne mit wesentlich grollerer Dynamik er-
faBt werden.
Die 10 Endotoxine wurden gewahlt, da

fur diese LPS-Schwelldosen der Fieber-
reaktion des Kaninchens bekannt sind
(Dabbah et aI., 1980; Tsuji et al., 1980;
Greisman and Hornick, 1969; Keene et al.,
1961; Weary et al., 1980; Pearson, 1985).
Im Gegensatz zum LAL stellt sich das

MeBverhalten des Kaninchen-Pyrogen-
tests und des humanen Vollblut-Pyrogen-
tests sehr ahnlich dar. Abbildung 2A laBt
fur verschiedene Pyrogene eine deutliehe
Korrelation erkennen (Pearson r=0,7258
und p=0,0175, signifikant, fur den Blut-
test vs. Kaninchentest bzw. r=0,4505 und
p=O,1913, nicht signifikant, fur den Blut-
test vs. LAL in Abb. 2C): Verschiedene
Lipopolysaccharide zeigen in beiden Tests
ahnliche Potenzen, jedoch mit einer 10-
bis 100-fachen hoheren Empfindlichkeit
im Vollbluttest, d.h. Kaninchen und Blut-
modell reagieren auf dieselben Lipopoly-
saccharide besonders empfindlich bzw.
unempfindlich. Es wird geschlossen, daB
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Vergleich der Sensitivitat der
pyrogenteste fur LPS von 10

Bakterienarten
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Abbildung 2: Vergleich der Empfindlichkeit der Pyrogen tests fUr LPS von 10 Bakterien-
arten. Zehn Endotoxine verschiedener Bakterienspezies wurden in Zehnerschritten
verdunnt im Blut-Pyrogentest und im chromogenen LAL getestet. Dargestellt sind die
jeweils ersten positiven, d.h. IL-1 B-induzierenden Konzentrationen. Diese Daten wur-
den mit publizierten pyrogenen Schwelldosen im Kaninchen verglichen.
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der Bluttest die Potenz versehicdener En-
dotoxine im Kaninchen im Gegensatz zum
LAL weitgehend widerspiegelt.

Aus den anlaufenden Pravalidierungen
in Langen und Heidelberg liegen erste Er-
fahrungen vor: Fur die rnit der neuen Me-
thode getesteten biologischen Arzneimit-
tel am Paul-Ehrlich-Institut, Langen, er-
gaben sich folgende Ergebnisse:
~ Es konnten sieher reproduzierbare Er-
gebnisse erzielt werden mit einer Nach-
weisgrenze deutlieh unter 50 pg/ml LPS.
Vergleiehende Messungen von LPS-Stan-
dardverdunnungen in physiologiseher
Kochsalzlosung und in Albumin zeigten
eine Verstarkung der dureh LPS induzier-
ten IL-l~-Ausschuttung dureh das Albu-
nun.
~ Die Immunglobulinpraparate zeigten
einen ahnlichen Verstarkungseffekt wie die
Albumine, und die mit 50 pg/ml LPS ver-
setzten Proben konnten sieher als pyrogen-
haltig erkannt werden.
~ Die inaktivierten Tollwutimpfstoffe
zeigten keine spontane Freisetzung von IL-
IB im Vollblutpyrogentest. Die zugesetz-
ten Standardpyrogene wurden zunachst
maskiert, konnten aber naeh einer I: 10
Verdiinnung der Impfstoffe sieher erkannt
werden.
~ Die Gelbfieberimpfstoffe induzierten
spontan eine Interleukinaussehtittung im
Vollblutpyrogentest bei einer Verdiinnung
von 1:10 bzw. 1:100. Eine Maskierung des
zugesetzten Standardpyrogens war nieht
erkennbar.
~ Yon den getesteten Blutgerinnungsfak-
toren zeigten einzelne Praparate (Kanin-
ehenpyrogentest negativ) eine spontane In-
terleukininduktion, die sieh aber bei einer
Verdiinnung von I: 10 verlor. Zugesetztes
Standardendotoxin konnte sieher erkannt
werden. Eine im Kaninehenpyrogentest
aufgetretene Pyrogenitat eines Gerin-
nungsfaktors (Temperaturdifferenz iiber
drei Tiere=3,65°C) wurde im humanen
Vollbluttest sieher erkannt (IL-IB-Aus-
sehiittung funfzigfach hoher als die Nega-
tivwerte), wenn das Praparat unverdiinnt
eingesetzt wurde.

3.1 Ergebnisse fUr nicht-biologische
Parenteralia
Mit der Einfiihrung des LAL-Tests wur-
den zunehmend Hochstwerte fur die En-
dotoxinbelastung von ParenteraJia (ELC-
Werte) in die Arzneibucher eingefiihrt.
Diese Grenzwerte sollten auch durch den
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Vollblut-Pyrogentest bestimmt werden
konnen, urn die Arzncimittelsicberheit
nicht zu verringern.

FUr die bisher untersuchten Fertigarz-
neimittel konnte gezeigt werden, daB der
Vollblut-Pyrogentest eine hinreichende
Empfindlichkeit besitzt, urn Endotoxin-
konzentrationen sogar unterhalb des je-
weiligen ELC-Werts zu messen. Die Emp-
findliehkeit der bisherigen Versuche lag
zwischen 25-100 pg/ml LPS von S. abor-
tus equi. Eventuell auftretende Interteren-
zen wurden erkannt und konnten bisher
dureh Verdiinnen der Probe aufgehoben
werden (Tab.1). Verschiedene kaufliche
Parenteralia, die selbst im Blut-Pyrogen-
test negativ waren, wurden mit LPS ent-
spreehend der ELC versetzt (Spike). Eine
positive Reaktion wurde als Wiederfin-
dung interpretiert. Der Test wies somit
naeh, daf bei allen Proben der Endotoxin-
gehalt unter dem jeweiligen ELC-Wert lag
und daB eine Verunreinigung in der Gro-
Be der ELC gefunden worden ware. An-
hand der Kombination verschiedener Pro-
benverdiinnungen und LPS-Konzentratio-
nen wurde die Interferenz der Proben mit
der LPS-Wiederfindung ermittelt.
Yon den als interferenzfrei aufgefiihrten

Arzneimitteln zeigten dabei eine noeh ak-
zeptableVerringerungder Empfindlichkeit,
also eine leiehte Inhibierung, Glukose 5%
mit NatriumIKalium, Ringeriosung, Dex-
tran-Volumenersatzmittel und Fenoterol-
Hydrobromid. In geringem MaBe aktivie-
rend wirkten Glukose 10% und Gelatine-
Volumenersatzmittel (Daten nieht gezeigt).

4 Diskussion

Durch die gesehilderten Vereinfaehungen
wurde die Praktikabilitat der Methode sehr
erleiehtert. Der Verzicht auf Zellkulturme-
dium, Antibiotika- und Heparinzusatz re-
duziert erheblich die notwendigen Vorte-
stungen auf Pyrogenfreiheit. Da physio
logisehe Kochsalzlosung sehr leieht in
pyrogenfreier Qualitat verfugbar ist, mus-
sen nur noeh das Blutabnahrnesystern und
die InkubationsgefaBe vorgetestet werden.
Da diese aber zumindest Endotoxin-frei
erhaltlich sind, treten derartige Probleme
in der Praxis selten auf. Die Durehflihrung
der Prlifungen in einem Thermobloek re-
duziert erheblieh den apparativen Auf-
wand und die notigen Kontrollen z.B. bei
Durchfiihrung unter GLP-Bedingungen
(Good Laboratory Practice). Die Tatsa-
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Tabelle 1: Erste Prufergebnisse der Vollblutmethode fUr Parenteralia zur Detektion und
Wiederfindung gesetzlicher ELC-Werte (endotoxin limit concentration)

Substanz ELC Interferenz
Spike in Probe

[pg/mll wiedergefunden

Glucose 2,5%
100 keine ja

NaCI0,45%

Glucose 5%, Na, K 62,5 keine n.b.
--

Glucose 10% 194 keine ja

Glucose 50% 1250
pur, 1:4 verdOnnt: ja

n.b.
1:10 verdOnnt: keine

Hinqerlosunq 100 keine ja

POlymerisierte Gelatine 0.3% 65 keine jaNaCI, CaCI2 0,45%

Dextran 40 10% 25' keine ja
NaCI 0,9%

Aminosauregemisch 400
pur: ja

n.b.
1:4 verdunnt: keine

Fenoterol-Hydrobromid 10416 keine n.b.

, Zur Empfindlichkeitssteigerung wurde das Probenvolumen zu Lasten der physiologi-
schen Kochsalzlosunq im Inkubationsansatz verdreifaeht.
n.b. = nieht bestimmt

ehe, daB eine Lagerung des Blutes bei
Raumtemperatur uber mehrere Stunden
ohne Beeintrachtigung der Reaktionsfa-
higkeit moglich war, maeht es im allge-
meinen problemlos moglich, Frisehblut
z.B. yon einer Blutbank zu beziehen. Die
verwendeten Mengen yon 100 IIIbzw. 200
IIIpro Testansatz sind im allgemeinen un-
erheblieh.
Der zentrale Diskussionspunkt bleibt

eine mogliche Spendervariabilitat. Ob-
wohl wir in der Praxis soIehe Beobach-
tungen noeh nieht gemaeht haben, kann
die Vielzahl yon Einflubgrofsen nieht kon-
trolliert werden. Im Augenbliek konnen
zwei Ansatze geboten werden, um dieses
Problem zu losen: Erstens kann die Pru-
fung mit Blut mehrerer Spender erfolgen;
prinzipiell ist sogar die Mischung von Blut
versehiedener Spender unabhangig yon
der Blutgruppe moglich (Daten nieht ge-
zeigt), Da offenbar nur sehr selten abnor-
me Reaktionen auftreten, sollte damit eine
ausreiehende Sieherheit des Resultates zu
erzielen sein; eine breite Priifung in ver-
schiedenen Spenderkollektiven steht zwar
noeh aus, aber die in Heidelberg mit Blut
aus einer Blutspendezentrale gewonnenen
Daten (Abb.l) untersttitzen diese Annah-
me. Zweitens kann die Empfindliehkeit
eines Spenders dureh Referenzpyrogene
ermittelt werden. Der dabei mogliche Fall,
daBeine ganze Messung retrospektiv ver-
worfen werden muB, wenn sieh der Spen-

der als zu wenig- oder zu stark empfind-
lieb erweist, trat bisher nicht auf.
Damit ist jetzt die Basis fur eine Prava-

lidierung im Sinne einer Anwendungsbe-
obaehtung gegeben. Der Methodentrans-
fer zu den beteiligten Gruppen erwies sieh
als unproblematiseb. Sehr hilfreieh ist, daf
dureh die entspreehende Entwieklung der
Firma DPC Biermann eine standardisier-
te Kit-Version des Tests jetzt aueb kauf-
lieh zur Verfligung steht, die die Prlifung
und Eiehung von vielen Einzelkompcnen-
ten iiberfliissig maeht. Die hier vorgestell-
ten ersten Versuehe mit Parenteralia stim-
men optimistisch. Es bleibt nun zu pru-
fen, ob aueh mit natiirlieh auftretenden
pyrogenen Verunreinigungen ahnlich gtin-
stige Ergebnisse erzielt werden, wie mit
den experimentell mit Endotoxinen ver-
setzten Materialien.
Das primate Ziel dieser Arbeiten liegt

sieherlieh in der Ablosung des Kaninchen-
tests, das nach der bisherigen Datenlage
in greifbare Nahe gelangt. Der zwar nur
auf historisehen Daten basierende Ver-
gleieh der Potenz verschiedener Endoto-
xine im Kaninchen und im Blutmodell
stiitzt diese Annahme.
Der hier erstmals vorgestellte Vergleieh

mit dem Limulus- Test ergibt wichtige Er-
gebnisse: Der LAL-Test ist, aueh dureh
langjahrige Weiterentwieklung, etwas sen-
sitiver auf Endotoxine als der Vollblut-
Pyrogentest. Naehteilig ist jedoch die Tat-
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sache, daf der LAL-Test die biologische
Potenz von Endotoxinen im Mensch nicht
widerspiegelt. In eincm extremen Fall un-
terschied der LAL nicht zwischen zwei
Endotoxincn, deren Potenz im Vollblut
sich um den Faktor 10.000 unterschied.
Da zudem das Problem der Beschrankung
des LAL auf Gram-negative Pyrogene seit
langem bekannt ist, scheint es sinnvoll,
weitere Erkenntnisse auch im Hinblick auf
bisherige Haupteinsatzgebiete des LAL-
Tests zu sammeln.
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