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Ist die tierexperimentelle Priifung auf anomale
Toxizitit fiir Impfstoffe, Sera und Immun-

globuline noch zeitgemaf3?

Eine retrospektive Datenanalyse zur Uberpriifung der
Aussagekraft der Arzneibuchvorschrift V.2.1.5

Beate Krdmer, Margit Nagel, Karin Duchow, Michael Schwanig,

Klaus CuBller

Paul-Ehrlich-Institut, D-Langen

Zusammenfassung

Das Deutsche Arzneibuch (DAB)” fordert fiir Impfstoffe,
Immunsera und Immunglobuline eine Priifung auf
anomale Toxizitit (ATT) an Mdiusen und Meerschwein-
chen als Vertriiglichkeitskriterium. Mittels einer retro-
spektiven Datenanalyse wurde an fast 6000 ATTs die
Relevanz dieser Priifung im Zeitalter einer GMP- und
GLP-gerechten Produktion untersucht.

Die Priifung auf anomale Toxizitdt wurde in den Priifla-
bors der verschiedenen Impfstoffhersteller erheblich
variiert; die unterschiedlichen Vorgehensweisen betra-
fen sowohl Auswahl der Tierspezies, Anzahl der Ver-
suchstiere, Beobachtungszeitraum als auch Impfstoffdo-
sierung und -verabreichung. Durch die Datenanalyse
konnten Zusammenhéinge zwischen Unvertréiglichkeits-
reaktionen der Versuchstiere und einzelnen Priparate-
gruppen, Impfstoffkomponenten und Zusatzstoffen
aufgedeckt werden. Es wurden auflerdem hochsignifi-
kante Unterschiede zwischen Herstellern und Paul-
Ehrlich-Institut (PEI) beziiglich der Héiufigkeit auffilli-
ger Testergebnisse bei der Testung gleicher Produki-
chargen gefunden. Auffillige Testergebnisse konnten in
keinem Fall auf die unzureichende Qualitét einer
Produktcharge zuriickgefiihrt werden. Umgekehrt wurde
keine in der Praxis unvertrégliche Impfstoffcharge
vorher durch den ATT identifiziert; der Test ist deshalb
als Prédiktor fiir qualitativ minderwertige Chargen
ungeeignet .

Der Test auf anomale Toxizitéit wurde in allen Féllen,
zum Teil jedoch erst in der Wiederholungspriifung,
bestanden. Somit gab es im Erfassungszeitraum weder
eine Zuriickhaltung einer Charge durch einen Impfstoff-

* Verzeichnis der Abkiirzungen: AMG=Arzneimittelgesetz, ATT=
Priifung auf anormale Toxizitdt (abnormal toxicity test), DAB=
Deutsches Arzneibuch, GLP=Good Laboratory Practice, GMP=
Good Manufactory Practice, DPT=Diphtherie-Pertussis-Tetanus,
EP=Europdische Pharmacopde, HER=Hersteller, PEI=Paul-Ehrlich-
Institut, SKIA=Staatliches Kontrollinstitut flr immunbiologische Arz-
neimittel, UAW=Unerwiinschte Arzneimittelwirkung, WHO=World
Health Organization
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hersteller noch eine Zuriickweisung seitens der Behdirde.
In der bisher praktizierten Form hat der anomale
Toxizitétstest auferund des gewdihlten Tiermodells und
der fragwiirdigen Ubertragharkeit auf die Zielspezies
nur geringe Aussagekraft. Unter Tierschutzaspekten ist
die Beibehaltung dieses Testes nicht mehr zu verantwor-
ten und sollte deshalb aus dem DAB gestrichen werden,
zumal Toxizitdtspriifungen anderer Art in verschiedenen
Variationen bei der Impfstoffentwicklung und als Inpro-
zefikontrollen bei der Impfstoffherstellung durchgefiihrt
werden.

Summary: Is the abnormal toxicity test still relevant for
the safety of vaccines, sera and immunoglobulins?

A retrospective analysis of data on the relevance of the
Pharmacopoeia requirement V.2.1.5

The German Pharmacopoeia (DAB) requires the abnor-
mal toxicity test (ATT) using mice and guinea pigs as a
non-specific safety test for vaccines, sera and immuno-
globulines. The purpose of this project was to investigate
the relevance of ATT after the introduction of GMP- and
GLP-principles in the manufacturing of biological
products.

A great variability in the test performance became
evident for the different test laboratories, involving the
animal species, the animal number as well as the vaccine
dosage, administration and test duration.

The retrospective analysis of ATT results revealed
reasons for the incompatibility of particular preparation
groups, vaccine components or additives with the animal
species used. There were highly significant differences
between the manufacturers and the PEI regarding the
[frequency of deviating test results for identical test
batches. Positive ATTs never resulted from the insuf-
ficient quality of a batch. On the other hand vaccines
causing adverse reactions in the target species were not
identified by the ATT. For these reasons the abnormal
toxicity test is unsuitable to detect harmful batches. The
results of the analysis of data show that finally the ATT
has always been passed, i.e. there was no retention by
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the vaccine manufacturers and no
refusal by the controlling authorities
due to the ATT-results.

Considering the present animal
model and the questionable transfe-
rability of the test results to the
target species only a poor reliability
is evident. Taking into account
aspects of drug safety and animal
welfare it is recommended to the
DAB to omit the ATT.

Keywords: abnormal toxicity, safety
test, quality control, reduction of
animal tests, vaccines

1 Einleitung

Impfstoffe, Immunsera und Immun-
globuline sind Arzneimittel, deren
Qualitdt aufgrund unvermeidbarer
biologischer Schwankungen wiih-
rend des Herstellungsprozesses kon-
tinuierlich iiberwacht und gepriift
werden mufB. Grundsitzlich diirfen
nur solche Impfstoffchargen in den
Verkehr gebracht werden, deren
Qualitit, Wirksamkeit, und Unbe-
denklichkeit dem Stand der Wissen-
schaft entsprechend nachgewiesen
worden ist (§32 AMG, 1994). Auf
nationaler Ebene sind die Richtlinien
fiir diese Qualititskontrollen im
Deutschen Arzneibuch (DAB 10,
1991) und in der Impfstoffverord-
nung Tiere (1993) vorgegeben, in
der Européischen Pharmakopte (EP,
1986) sind die Qualitidtsuntersuchun-
gen fiir den europiischen Geltungs-
bereich festgeschrieben. Als Un-
schédlichkeitspriifung wird der Test
auf anomale Toxizitit (ATT) in der
Vorschrift V.2.1.5 fiir jede Impf-
stoffcharge an der Endabfiillung ge-
fordert. Dadurch soll gewiihrleistet
werden, ,,daB} im gesamten Produkti-
onsprozell — einschlieflich der Ab-
fiillung und gegebenenfalls der Ge-
friertrocknung — keine anomal toxi-
schen Substanzen in das Priparat
gelangt sind“ (Schneider, 1986). Fiir
die praktische Durchfiihrung dieser
Toxizititspriifung sind in den Impf-
stoff-Monographien im allgemeinen
folgende Vorgehensweisen vorge-
schrieben:

Bei der Priifung von Sera und
Impfstoffen fiir Menschen erhalten 5
Miuse jeweils eine Humandosis,
aber hochstens 1 ml intraperitoneal
(i.p.), 2 Meerschweinchen wird
ebenfalls je eine Humandosis, maxi-
mal aber 5 ml i.p., verabreicht.

Fiir die Testung von Veteriniir-
impfstoffen und Sera werden 5 Miu-
sen jeweils 0,5 ml subkutan (s.c.)
injiziert, 2 Meerschweinchen erhal-
ten je 2 mli.p. bzw. s.c., wenn in der
Impfstoffzubereitung ~ Zusatzstoffe
enthalten sind.

Die Injektionsvolumina sind so ge-
wihlt, daB die Dosen einerseits grof3
genug sein sollen, um bei vorhande-
ner Kontamination eine toxische Re-
aktion ausldsen zu kénnen und ande-
rerseits so niedrig gehalten sind, dal3
ein Effekt durch die Substanz selbst
ausgeschlossen werden kann (Gom-
mer, 1991).

Zeigen die Tiere innerhalb von
sieben Tagen keine pathologischen
Reaktionen, gilt die Priifung als be-
standen. Stirbt eines der Tiere oder
zeigt Krankheitsanzeichen, wird die
Priifung wiederholt. Sobald zwei
oder mehr Tiere sterben, entspricht
die getestete Substanz der Priifung
nicht.

Dem Kommentar zum DAB 9 sind
als Bewertungskriterien fiir diesen
Test zu entnehmen, dafl die Ver-
suchstiere sieben Tage post vaccina-
tonem zu iiberleben und eine Ge-
wichtszunahme als Nachweis fiir das
fehlende Auftreten von ,,Reaktionen
allgemeiner Art™ aufzuweisen haben
(Schneider, 1986).

Die Aussage dieser Priifung auf
anomale Toxizitdt wird somit ledig-
lich durch die Beurteilung von Ge-
sundheitszustand und Uberlebensrate
der Versuchstiere getroffen. Es stellt
sich hierbei die Frage, wie zuver-
lissig die Testaussage in Anbe-
tracht dieser unspezifischen Bewer-
tungskriterien ist, bzw. ob und in
welchen Male die Reaktionen der
Versuchstiere im Test durch das
relativ groBe Injektionsvolumen und
die damit verbundene Aufkonzen-
trierung von Adjuvantien, Zusatz-
und Konservierungsstoffen beein-
fluBBt werden.
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Schon Anfang dieses Jahrhunderts
gab es fiir das Diphtherieserum zur
Kontrolle des zugesetzten Phenolge-
halts eine Unschédlichkeitspriifung
an Maiusen (Otto, 1906; Marxer,
1915). Dieser Tierversuch wurde
auch fiir die spiter entwickelten
Diphtherie-Impfstoffe  beibehalten
(Otto und Hensch, 1935; Prigge,
1935). Kontaminationen mit Teta-
nustoxin wurden durch Tests an
Meerschweinchen  ausgeschlossen,
wobei auch hier Gesundheitszustand
und Uberleben der Versuchstiere als
Indikatoren fiir das Vorhandensein
bzw. Freisein schidlicher Beimen-
gungen galten (Otto, 1906).

Seit den vierziger Jahren wurden
von internationalen Expertengremien
(US National Institute of Health,
WHO) Minimalanforderungen fiir
Impfstoffe und Sera erarbeitet, die
neben impfstoffspezifischen Tests
auch den unspezifischen .safery-
fest* an Miusen und/oder Meer-
schweinchen beinhaltete.

Zu Beginn der fiinfziger Jahre
wurde diese Vorschrift auch fiir die
mittlerweile in groBtechnischer Pro-
duktion hergestellten Antibiotika als
Reinheitskontrolle etabliert, um Ver-
unreinigungen bzw. unbekannte Fak-
toren, die unabhingig von dem ei-
gentlichen Produkt wihrend des Her-
stellungsprozesses entstanden sein
konnten und deren negative Auswir-
kungen auf den Zielorganismus be-
fiirchtet wurden, auszuschlieBen
(Gommer, 1991).

Im Laufe der Entwicklung und
Ausdifferenzierung der Qualitéts-
kontrolle von Impfstoffen und Sera
ist der ATT aufgrund der relativ
einfachen Durchfiihrbarkeit als End-
produktpriifung, zum Teil mit eini-
gen Modifikationen, in fast allen
Priifvorschriften biologischer Arz-
neimittel integriert worden, ohne dal
die Aussagekraft fiir das jeweilige
Produkt begriindet oder belegt wur-
de. Friiher mag dieser Tierversuch
mangcls differenzierter Testmetho-
den und aufgrund der damaligen
Produktionsbedingungen eine wich-
tige PriifgréBe innerhalb der Qualti-
titskontrolle gewesen sein. Da je-
doch inzwischen eine Impfstoffpro-
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duktion unter GLP- (Good Laborato-
ry Practice) und GMP- (Good Ma-
nufacturing Practice) Bedingungen
internationaler Standard ist, sind to-
xische Verunreinigungen wiihrend
des Herstellungsprozesses extrem
unwahrscheinlich geworden (Ronne-
berger, 1993). Sowohl innerhalb der
pharmazeutischen Industrie als auch
bei den Kontrollbehorden wurde des-
halb in den letzten Jahren immer
hiufiger die Frage nach der Relevanz
dieser Priifung fiir die Qualitdtskon-
trolle von Immunpriparaten gestellt.

Die vorliegende retrospektive Da-
tenanalyse sollte eine fundierte Be-
wertung der Aussagefihigkeit des
ATT ermdglichen und eine Basis fiir
die Modifikation bzw. Abschaffung
dieser Priifvorschrift liefern. Von be-
sonderer Bedeutung war hierbei die
Frage, ob auffilllige Testergebnisse
Ursache fiir die Zuriickweisung von
Impfstoffchargen durch die Kontroll-
behorde waren. AuBerdem sollte er-
mittelt werden, wieviele Chargen bei
den firmeninternen Priifungen den
Anforderungen nicht geniigten und
deshalb erst gar nicht zur Freigabe
eingereicht wurden. Dabei interes-
sierten neben der Haufigkeit auch die
Griinde fiir das Nichtbestehen der
Tests. Weiterhin sollte der Einfluf3
von spezifischen Faktoren auf den
ATT, wie zum Beispiel das Vorhan-
densein von Adjuvantien und ande-
ren Zusatzstoffen, analysiert werden.
Nicht zuletzt sollten auch Erfahrun-
gen aus der Priifpraxis des ATT und
Einschiitzungen der Impfstoffther-
steller einbezogen werden.

2 Material und Methoden

Grundlage der Erhebung waren die
dem Paul-Ehrlich-Institut (PEI) vor-
liegenden Antriige der Hersteller auf
Chargenfreigabe fiir die in Deutsch-
land zugelassenen Priparate sowie
die Protokolle von anomalen Toxizi-
titstests, die in der Kontrollbehorde
selbst durchgefiihrt worden waren.
Dariiber hinaus wurden Informa-
tionen zu Versuchsbedingungen,
Testdurchfiihrung und Bewertungs-
kriterien im ATT direkt von den
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jeweiligen Priiflabors der Impfstoff-
produzenten mittels Fragebogen ein-
geholt.

In der Datenerhebung wurden ne-
ben den differenzierten ATT-Ergeb-
nissen auch Angaben iiber spezifi-
sche Inhalts- und Zusatzstoffe der
Immunpriiparate erhoben.

Uber einen Zeitraum von drei Jah-
ren wurden alle durchgefiihrten
Chargenpriifungen kontinuierlich er-
fat. Die Daten des Veterinirbe-
reichs wurden von 1989 bis 1991
erfaB3t, da fiir diesen Zeitraum eine
grofe Anzahl von Testergebnissen
vorlag; seit 1992 wurde der ATT in
der Veterindrabteilung des PEI nicht
mehr als Routinepriifung durchge-
fiihrt.

Bei den Priparaten zur Anwen-
dung am Menschen wurden alle zwi-
schen 1991 und 1993 durchgefiihrten
ATTs erfalt.

Die statistische Datenauswertung
erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof.
Dr. B. Schneider aus dem Fachbe-
reich Biometrie der Medizinischen
Hochschule in Hannover.

Die Datenbanken wurden in Excel
4.0 erstellt, statistische Analysen mit
dem SPSS-Programm Windows 6.0
ausgefiihrt.

Als Einheit der statistischen Aus-
wertung wurde die getestete Charge
gewihlt. Die ZielgroBe der Auswer-
tung war die Hiufigkeit auffilliger
Befunde (gesamt oder spezifiziert
nach Gewichtsverlust, Krankheits-
zeichen oder Tod), die — entspre-
chend der Fragestellung — entweder
auf die Zahl der durchgefiihrten
ATTs oder auf die dabei eingesetzten
Tierzahlen bezogen wurde.

Zum  Vergleich  verschiedener
Gruppen von Chargen (z. B. ver-
schiedener Impfstoffarten, Testorte
u.i.) wurden die mittleren Haufigkei-
ten von auffilligen Befunden inner-
halb der jeweiligen Gruppen ermit-
telt und Unterschiede zwischen den
Gruppen mit einer Varlanzanalyse
und dem FE-Test iiberpriift.

Zum Vergleich der Hiufigkeits-
verteilung der Auffilligkeiten (ordi-
nal charakterisiert als ,,keine Auffil-
ligkeiten”, ,negative Gewichtsent-
wicklung®, , Krankheit™ oder ,,Tod")

zwischen Testungen oder Impfstoft-
gruppen wurde der Chi2-Test, zum
Teil in der Modifikation nach Krus-
kal-Wallis, angewandt.

Gezielte produktspezifische Ein-
zelrecherchen wurden durchgefiihrt,
wenn  Priiparate/Priparategruppen
Auffilligkeiten in Zusammenhang
mit der Priifung auf anomale Toxizi-
tiit oder Besonderheiten in der Impf-
praxis aufwiesen.

Im Rahmen dieser Recherchen
wurden neben den Untersuchungs-
protokollen aus spezifischen Toxizi-
titstests sowie Endotoxin- oder Py-
rogentests auch Meldungen iiber un-
erwiinschte ~ Arzneimittelwirkungen
(UAW) ausgewertet bzw. wurde sy-
stematisch nach Impfzwischenfiillen
in der Praxis geforscht. Dokumente
des Staatlichen Kontrollinstitutes der
ehemaligen DDR (SKIA) iiber klini-
sche Beobachtungen von Impflingen
sowie Vertriglichkeitspriifungen an
Versuchstieren konnten teilweise in
die Auswertung einbezogen werden.

3 Ergebnisse

3. 1 Erhebung und statistische
Auswertung der Daten

In die retrospektive Datenerhebung
gingen 416 Pridparate von 48 Impf-
stoffherstellern ein, in dem Erfas-
sungszeitraum wurde bei 5896 Char-
gen von Herstellern und/oder vom
PEI die Priifung auf anomale Toxizi-
tdt am Endprodukt durchgefiihrt.

Zusiitzlich priiften zehn Hersteller
einen Teil ihrer Produkte auch wih-
rend des Herstellungsprozesses im
ATT. Diese 282 InprozeB-ATTs
wurden in der statistischen Auswer-
tung nicht beriicksichtigt, da es sich
hierbei nicht um die in der Priifvor-
schrift definierten Tests am Endpro-
dukt handelte.

Wihrend der Datenerhebung zeig-
te sich, daf zwischen den verschie-
denen Priiflabors eine grofie Variabi-
litit beziiglich Testdurchfiihrung,
Bewertungskriterien sowie der Pro-
tokollierung der Testergebnisse vor-
lag. Bei fast 25 % der Chargenprii-
fungen wich die Testdurchfithrung
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von der allgemeinen Priifvorschrift
ab: Die Abweichungen betrafen
Tierzahl, Tierspezies, Ausgangsge-
wicht der Versuchstiere, Injektions-
volumina, Applikationsweise oder
Beobachtungszeitraum und Testdau-
Cr.

In der Beurteilung des ATT wur-
den ebenfalls erhebliche Unterschie-
de gefunden. Einige Hersteller ma-
Ben den Gesundheitszustand der
Versuchstiere an hausintern festge-
legten Kriterien, wie zum Beispiel an
einer positiven Gewichtsentwickung
oder dem Aussehen und Verhalten
der Tiere, andere fiihrten zur verglei-
chenden Beurteilung in jedem ATT
Kontrolltiere mit.

Wiederholungspriifungen wurden
von einigen Priiflabors schon dann
durchgefiihrt, wenn die Gewichtszu-
nahme eines Versuchstieres zu ge-
ring ausfiel, fiir andere dagegen
rechtfertigte nur der Tod eines Ver-
suchstieres eine Testwiederholung.

Auch innerhalb der Versuchsdoku-
mentation gab es viele Varianten:
Von einer detaillierten Gewichtser-
fassung beider Spezies bis hin zu
dem einzigen Wort ,,pass* als Tester-
gebnis waren alle Abstufungen in
den verschiedenen Protokollen zu
finden.

Die hier dargestellten Unterschie-
de in der Priifpraxis des ATT konn-
ten zwar im einzelnen nicht in die
vergleichende  Datenuntersuchung
eingehen, sind jedoch fiir die Inter-

pretation der Ergebnisse von Bedeu-
tung.

Nachfolgend (Tab. 1) sind die er-
hobenen Veterindr- und Humandaten
differenziert nach Impfstoffart dar-
gestellt.

Der ATT wurde dann als auffillig
bewertet, wenn wihrend des Test-
verlaufs Gewichtsverluste, patholo-
gische Reaktionen oder Todesfille
bei den Versuchstieren beobachtet
wurden. Die auffilligen Ergebnisse
aus den Chargentests hatten jedoch
in keinem Fall eine Zuriickhaltung
dieser Chargen durch den Hersteller
bzw. eine Zurlickweisung durch die
Kontrollbehtrde zur Folge, da die
Priifungen in der Wiederholung je-
weils bestanden wurden.

Aus den Daten wird ersichtlich,
daB groBe Unterschiede in der Hiu-
figkeit auffélliger Testergebnisse be-
stehen: Die Gesamtquote auffilliger
ATTs ist bei den Herstellern mit ca.
1 % wesentlich geringer als im PEI,
wo in 15 bis 21 % der Fille Auffil-
ligkeiten beobachtet wurden. Mittels
eines t-Tests, in den alle gemeinsam
getesteten Priparate eingingen, wur-
den diese Unterschiede sowohl fiir
die Veterinir- als auch fiir die Hu-
manprodukte als hoch signifikant
(P<0,01) eingestuft.

Ubereinstimmungen von auffilli-
gen Testergebnissen zwischen Her-
stellern und PEI wurden lediglich bei
2 Priparaten in 4 Chargenpriifungen
gefunden.

<
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Eine differenzierte Untersuchung
der Versuchstierreaktionen ergab,
daB im Veterindrbereich weitaus
héufiger die Meerschweinchen, im
Humanbereich dagegen fast in allen
Fillen die Méuse pathologische Re-
aktionen zeigten.

In Anbetracht der geringen Kon-
kordanz zwischen Hersteller- und
PEI-Ergebnissen sowie der Diskre-
panz zwischen Erst- und Wiederho-
lungspriifungen wurde untersucht,
welche Faktoren die Testergebnisse
beeinflussen. Die Untersuchung der
Hiufigkeit der auffilligen Testergeb-
nisse in Abhdngigkeit von der Impf-
stoffart sollte priparatspezifische
Einfliisse aufdecken. Die Differen-
zierung der Daten nach den Herstel-
lerfirmen bzw. Priiflabors sollte
mogliche Effekte der Priifpraxis auf-
zeigen. Durch die Einteilung der
Veterindrpriparate in Abhingigkeit
von Impfstoffzusidtzen sollten zu-
satzstoffspezifische Einfliisse aufge-
deckt werden.

Die Verteilung der Auffilligkeiten
innerhalb und zwischen den gebilde-
ten Gruppen wurde sowohl chargen-
bezogen als auch hinsichtlich der
Versuchstierreaktionen analysiert.

Die Untersuchung in Abhingigkeit
von der Art der Impfstoffe erbrachte
lediglich fiir die Gruppe der DPT-
Impfstoffe deutliche Hinweise auf
einen priparatspezifischen Effekt
(Tab. 2): Hier wurden sowohl fiir die
Haufigkeit auffilliger ATTs als auch

Tabelle 1: Retrospektive Analyse von anomalen Toxizitédtstests, auffélligen Testergebnissen und Versuchstierzahlen

Veterinarprodukte Humanprodukte Versuchstiere*
Immunologische Tests der Hersteller | Tests im PEI Tests der Hersteller| Tests im PEI Anzahl
Produkte ATTs aATTs (%) | ATTs aATTs (%)|ATTs aATTs (%) | ATTs aATTs (%)|Méause Meerschw.
virale Préparate 452  7(1,5) 431 84 (19,5) (1368 14 (1) 0 9248 4409
bakterielle Prap. 268 0 122 29(23,8) (1169 20 (1,7) 167 31(18,3) 8725 3365
Kombinationsprap. 284 2(0,7) 158 35 (22,2) 0 0 2574 815
mykologische Prap. 13 0 0 0 0 65 26
Diagnostika 0 0 76 2 (2,6) 3 0 318 106
Immuntherapeutika 0 0 77 3(3.9) 48 1(2,1) 631 218
Immunsera, -globuline| 56 0 8 0 1677 10(0,6) 0 0 8632 3481
Gesamt: 1073 9(0,8) 719 148 (20,6) |4367 49 (1,1) 218 32(14,7) |30193 12420
t-Test: P<0,01 P<0,01

ATT = Test auf anomale Toxizitat; * = von Herstellern und im PEI eingesetzie Versuchstiere; aATT (%) = aufféllige Tests (Haufigkeit der
auffalligen Tests);t-Test: fir die Chargen, die sowohl von Herstellern als auch im PEI geprift wurden

10
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Tabelle 2: DPT-Impfstoffe

Chargentests Tierreaktionen
ATTs aATT aATT % | Mause Gew. Path. Tod Ges.% Meerschw. Gew. Path. Tod Ges. %
HER DPT-Impfst. | 345 12 3.5 1725 2 3 A 0,7 690 1 3 0 0,6
(brige Prap.|4022 37 0,92 17375 1 0 4 0,03 8042 13 1 2 0,2
ANOVA n.s. n.s. TE % nOs. n.s PR n.s. n.s
PEl DPT-Impfst. 21 14 66,7 20 53 0 ¥ 66,7 20 0 0 0 0
Ubrige Prap.| 197 18 9,14 982 33 0 1 3,46 311 0 0 0 0
ANOVA o ek Fkk *kk kkk

ATT = Test auf anomale Toxizitat;Path. = pathologische Reaktionen wahrend des Tests; aATT = auffillige Testergebnisse; Ges. % =
Gesamtheit der auffélligen Tierreaktionen in Prozent; Mause = Gesamtzahl der im ATT eingesetzten Mause; ANOVA = Einfache

Varianzanalyse ; Meerschw. = Gesamtzahl der im ATT eingesetzten Meerschweinchen

verluste wahrend des Testverlaufs; n.s. = nicht signifikant

fir die Reaktionen der Labortiere
signifikante Unterschiede im Ver-
gleich zu den iibrigen Humanprapiir-
aten gefunden.

Im PEI wurden bei der Testung
von DPT-Impfstoffen signifikant
hiufiger auffillige Testergebnisse
erzielt als bei der Priifung anderer
Priaparate. Fir die Herstellerdaten
zeigte sich eine Tendenz zu erhShten
Auffilligkeitsraten bei DPT-Impf-
stoffen.

Auf der Ebene der Versuchstierre-
aktionen gab es sowohl bei Herstel-
lern als auch im PEI signifikante
Unterschiede im Vergleich zwischen
DPT- und den iibrigen Priparaten,
hierbei wurden hauptsidchlich bei
Miusen auffillige Reaktionen im
ATT beobachtet.

Fiir die tibrigen Human- und Vete-
rindrimpfstoffe konnten keine signi-
fikanten priparatspezifischen Effek-
te nachgewiesen werden.

Lediglich die Gruppe der Immun-
therapeutika zeigte gegeniiber den
restlichen Humanpriparaten eine si-
gnifikant hohere Anzahl von Ge-
wichtsverlusten bei den Meer-
schweinchen wihrend der Priifung
im ATT.

Aufgrund wiederholter Beobach-
tungen von pathologischen Ver-
suchstierreaktionen bei der Priifung
von Priiparaten, die als Adjuvantien
01, Aluminiumhydroxid oder Sapo-
nin bzw. zur Konservierung Phenol
oder Thiomersal enthielten, wurden
diese Zusatzstoffe als problematisch
fiir Labortiere eingestuft, und das
Auftreten auffiilliger Testergebnisse

ALTEX 13, 1/96

wurde in Abhéngigkeit dieser Zusit-
ze statistisch untersucht. Nachfol-
gend (Tab. 3) wurde die Hiufigkeit
auffilliger Testergebnisse fiir die
Gruppen ohne, mit einem oder mit
Kombinationen aus verschiedenen
Zusatzstoffen untersucht.

Bei den Herstellern war die Anzahl
der auffilligen Tests insgesamt sehr
gering, innerhalb der Préparategrup-
pen mit Zusatzstoffen traten sie je-
doch ausschliefilich bei aluminium-
hydroxidhaltigen Produkten auf. Si-
gnifikante Gruppenunterschiede
wurden nicht gefunden.

Die PEI-Daten zeigten insgesamt
in allen Gruppen eine wesentlich
hohere Auffilligkeitsrate, der Unter-
schied in Abhéngigkeit der Zusatz-
stoffe war hier hoch signifikant. Die
hochste  Auffilligkeitsrate  wurde
auch hier bei den Priparaten, die
eine Kombination aus verschiedenen
Zusitzen enthielten, gefunden.

In einer weiteren statistischen Un-
tersuchung wurde fiir jede einzelne
Zusatzstoffgruppe bzw. jede Kom-
bination, sofern es aufgrund der
Anzahl der durchgefiihrten Tests
moglich war, die Haufigkeit der je-
weiligen Auffilligkeiten gegeniiber
der Gruppe ohne Zusiitze mittels
Chi’-Test gepriift. Innerhalb der PEI-
Daten wurde ein signifikanter Effekt
der Zusatzkombinationen Alumini-
umhydroxid und Thiomersal
(P<0,05) gefunden (vgl. Tab. 3).

Die Untersuchung der Haufigkeit
auffiilliger Testergebnisse in Abhiin-
gigkeit der unterschiedlichen Priifla-
bors erbrachte keine signifikanten

. *** = hochsignifikant (P<0,01); Gew. = Gewichts-

Unterschiede zwischen den einzel-
nen Herstellern.

3.2 Studie des Paul-Ehrlich-
Institutes iiber Reaktionen der
Versuchstiere

Im Rahmen einer in der Veterinirab-
teilung des PEI durchgefiihrten Stu-
die wurden {iber einen Zeitraum von
sechs Monaten alle Versuchstiere im
ATT zusitzlich einer Sektion unter-
zogen, um auch organisch-patholo-
gische Befunde in die Testbeurtei-
lung mit einbeziehen zu kénnen. Die
makroskopische Beurteilung der In-
jektionsstelle ergab, daf die Impf-
substanz hdufig als komplettes De-
pot an dem Ort der Injektion ver-
blieb. In vielen Fillen fanden sich
auch Ablagerungen und entziindliche
Hautverdnderungen in der Umge-
bung der Injektionsstelle, oft entwik-
kelte sich ein deutlicher AbszeB,
teilweise mit entziindlicher Infiltrati-
on des umliegenden Gewebes. Ver-
einzelt kam es zu erheblichen
Schwellungen der Lymphknoten im
Einzugsgebiet. Diese Befunde wur-
den als lokale Reaktionen zusam-
mengefalt.

Unter systemischen Reaktionen
wurden pathologische Organverin-
derungen unter Einbeziehung von
nicht niher definierten Ablagerun-
gen auf einzelnen Organen sowie
extreme Abmagerungen und Ver-
schlechterungen des Allgemeinzu-
standes (struppiges Fell, schwanken-
der Gang) der Versuchstiere subsum-
miert.
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Tabelle 3: Problematische Zusatzstoffe und auffillige ATTs
Tests der Hersteller Tests im PEI

Produkte Art der Zusétze ATTs aATTs (%) ATTs aATTs (%)
ohne Zuséatze ges. 230 3(1,3) 240 46 (19,2)
mit einem Aluminiumhydroxid (Al.) 238 1(0,4) 80 11 (13,8)
Zusatzstoff Thiomersal (Th.) 126 0 80 21 (26,3)

Saponin (Sa.) 7 0 3 0

Phenol (Ph.) 67 0 22 3(13,6)

Ol 64 0 120 22 (18,3)

ges. 502 1(0,2) 305 57 (18,7)

mit Zusatzstoff- Al + Th. 212 1(0,5) 130 38 (29,2)*
Kombinationen Al. + Sa. 54 4(7,4) T 4 (57,1)

Al. + Ph. 43 0 11 0

Th. + Sa. 0 0 2 1(50,0)

Th. + Ol 17 0 15 1(6,67)

Ph. + Ol 0 0 3 0

Al. + Th. + Sa. 9 0 3 1(33,3)

Al. + Th. + Ph. 6 0 3 0

ges. 341 5(1,5) 174 45 (25,9)

Chi-Test: n.s. -

ges = Gesamtzahl; ATT = Test auf anomale Toxizitat; aATT (%) = aufféllige Tests (Haufigkeit der auffélligen Tests); Ch*-Test: Vergleich der
Haufigkeit auffalliger Tests zwischen den Gruppen; * = signifikant (P<0,05); *** = hoch signifikant (P<0,01); n.s. = nicht signifikant

Die folgende Tabelle (Tab. 4) stellt
die Reaktionen von Miusen und
Meerschweinchen dar, die Hiufig-
keit der pathologischen Befunde
wurde in Abhéngigkeit der Impf-
stoffgruppe (inaktivierte Impfstoffe
bzw. inaktivierte Komponenten, Le-
bendimpfstoffe und Immunsera) fiir
die beiden Versuchstierspezies stati-
stisch untersucht.

Samtliche Todesfille und Ge-
wichtsreduktionen sowie der iiber-
wiegende Anteil der systemischen
und lokalen Reaktionen waren in der
Gruppe der inaktivierten Impfstoffe
zu finden. Sowohl im Chi*-Test als
auch in dem auf Rangunterschiede
basierenden Kruskal-Wallis-Test
war der Unterschied zwischen den
Gruppen sowohl fiir Miuse als auch
fiir Meerschweinchen hoch signifi-
kant (P<0,01).

Eine weitergehende Differenzie-
rung ergab, daB systemische Reak-
tionen der Miuse ausschlieBlich bei
inaktivierten bakteriellen Impfstof-
fen, Todesfille nur bei inaktivierten
viralen Prdparaten vorkamen, und
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dafl mit einer Ausnahme alle Reak-
tionen bei der Priifung von Schwei-
neimpfstoffen auftraten.

Die Meerschweinchen zeigten so-
wohl bei inaktivierten bakteriellen
und viralen Impfstoffen systemische
Reaktionen, auch konnte hier keine
Héufung der Reaktionen in Abhin-
gigkeit der Zieltierspezies beobach-
tet werden.

Die Reaktionen der beiden Ver-
suchstierspezies unterschieden sich
signifikant (P<0,01).

3.3 Einzelfallrecherchen

Fiir ausgewihlte Priparate, die im
Verlauf der Testdurchfithrung des
ATTs auffillige Befunde zeigten,
wurde die Vertriglichkeit an der
Zielspezies iiberpriift. Dazu wurden
dem PEI vorliegende Meldungen
iiber unerwiinschte Arzneimittelwir-
kungen (UAW) ausgewertet. Fiir den
Erfassungszeitraum ergaben sich, so-
weit recherchierbar, keine Zusam-
menhinge zwischen Unvertriglich-
keiten bei den Impflingen und auffal-

ligen Befunden bei den Versuchstie-
ren. Auch solche Chargen, die in
beiden Priiflabors, also sowohl bei
dem Hersteller als auch im PEI
Auffilligkeiten im ATT aufwiesen
(DPT, inaktivierter Schweinevirus-
impfstoff), wurden in der Praxis gut
vertragen.

Fiir einzelne Chargen von Veteri-
nirpriparaten gab es wiederholt
Meldungen iiber unerwiinschte Arz-
neimittelwirkungen in der Praxis. Es
wurde iiber AbzeBbildungen, allergi-
sche Reaktionen, anaphylaktische
Schocks, Krankheitsausbriiche und
auch von Todesfillen berichtet.

Die bei den Herstellern fiir diese
Chargen durchgefiihrten Tests auf
anomale Toxizitidt waren bis auf eine
Ausnahme alle im ersten Testdurch-
lauf ohne Auffilligkeiten bestanden
worden. Auch die Wiederholungs-
priifung, die fiir eine Charge auf-
grund des Todes eines Meerschwein-
chens notwendig wurde, war negativ.
Die Chargenpriifungen in der Kon-
trollbehtrde verliefen alle unauffil-

lig.
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Tabelle 4: PEI-Studie: Statistische Untersuchung der Versuchstierreaktionen in Abhéngigkeit der Impfstoffgruppe

Impfstoff- Reaktionen: Mause Reaktionen: Meerschweinchen
gruppe

keine (%) ‘ lokal (%) |syst. (%)|Tod (%) iGesamt keine (%) }Iokal (%) | Gew. (%) |syst. (%)'Tod (%)| Gesamt
i/l 196 (41) | 269 (56) |10 (2) 6 (1) 481 22 (14) 1M7(73) |3 (2) |17 (10) [1(1) 160
I 115 (96) 5@4) |0 0 120 39 (87) 419 |0 2(4) |0 45
s 5(100) 0 0 0 5 7 (100) 0 0 0 0 7
Gesamt | 316 (52) | 274 (45) |10 (2) 6 (1) 606 68 (32) [121(57) | 3(1) 19 (9) 1(1) 212
Chi-Test / Kruskal-Wallis-Test: o o
i/li = Inaktivierte Impfstoffe bzw. inaktivierte Komponenten; syst. = systemische Reaktionen; | = Lebendimpfstoffe; Gew. = negative

Gewichtsentwicklung; s = Immunsera; (%) = Haufigkeit der jeweiligen Reaktion; Chi2-Test: Vergleich der Haufigkeit auffalliger Reaktionen
zwischen den Impfstoffgruppen; *** = hoch signifikant (P<0,01); Kruskal-Wallis-Test: Modifikation des Chi2-Tests unter Einbeziehung von

Rangunterschieden

Eine Charge eines Viruslebend-
impfstoffes, die bei den geimpften
Rindern schwere Schocksymptome
ausgeldst hatte, wurde in der Kon-
trollbehdrde einer zusitzlichen an-
omalen Toxizitdtsprifung unterzo-
gen. Das ATT-Ergebnis der fragli-
chen Charge unterschied sich nicht
von den Testergebnissen zweier mit-
gefiihrter Kontrollen, alle waren un-
auffillig. Auch die anatomisch-pa-
thologische Untersuchung der Ver-
suchstiere ergab keinerlei auffillige
Befunde.

Diese Beispiele zeigen, dall das
Bestehen des anomalen Toxizitiits-
tests kein sicheres Mal} fiir die tat-
sichliche Vertriiglichkeit einer Impf-
stoffcharge bei den Zieltieren ist.

Die Bestimmung der Endotoxin-
werte von Chargen, die in der Impf-
praxis zu schweren Schockreaktio-
nen bei den Impflingen gefiihrt hat-
ten, zeigte, daf} in vielen Fillen ein
stark erhohter Endotoxingehalt vor-
lag. Fiir eine Charge eines adsorbier-
ten Rinderimpfstoffes war der Endo-
toxingehalt mehr als doppelt so hoch
als eine mittlerweile in Kraft getrete-
ne Monographie als Hochstgrenze
zuldBt. Bei der Priifung dieser Char-
ge im ATT zeigten die Meer-
schweinchen ausgepriigte pathologi-
sche Reaktionen, die Mé&use waren
davon nicht betroffen.

Bei einem inaktivierten bakteriel-
len Impfstoff fiir Schweine traten
infolge erhohter Endotoxinwerte
ebenfalls pathologische Reaktionen
bei Meerschweinchen im ATT auf.

Da fiir Humanprodukte lediglich
schwere Nebenwirkungen, und diese
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oft ohne Chargenbezug, bei der zu-
stiindigen Behorde gemeldet wurden,
konnte keine vergleichende Untersu-
chung von ATT-Ergebnissen und
Unvertriglichkeiten an einzelnen
Chargen angestellt werden. Es wurde
jedoch, soweit verfiigbar, Datenma-
terial aus der Impfstoffkontrollbe-
horde der ehemaligen DDR (SKIA)
ausgewertet, da hier sdmtliche Impt-
stoffchargen nach der Unvertriiglich-
keitspriifung an Labortieren zusitz-
lich einer klinischen Priifung am
Menschen unterzogen wurden. Es
zeigte sich, dall die Vertrdglichkeit
einer Impfstoffcharge fiir Labortiere
und Menschen nicht in allen Fillen
iibereinstimmte. Eine Charge eines
Tetanusimpfstoffes, die den Tierver-
such ohne Auffilligkeiten bestanden
hatte, mufite zum Beispiel aufgrund
klinischer Unvertriiglichkeiten zu-
riickgezogen werden. Umgekehrt
zeigten bei der Priifung einer Charge
simtliche Meerschweinchen patho-
logische Reaktionen, hingegen wur-
de der Impfstoff von den Probanden
sehr gut vertragen.

Auch hier wird deutlich, daf} allein
durch das Bestehen dieses Testes
keine eindeutigen Schliisse {iber die
Vertriglichkeit eines Produktes am
Menschen moglich sind.

4 Diskussion

Als wichtigstes Ergebnis dieser Un-
tersuchung ist festzuhalten, dafl auch
weit lber den Erfassungszeitraum
hinaus kein einziger Fall einer Zu-
riickhaltung einer Charge durch Her-

steller, bzw. eine Zurlickweisung
durch die Kontrollbehorde aufgrund
einer nicht bestandenen Priifung auf
anomale Toxizitit ermittelt werden
konnte. Damit wurde der ATT bzw.
der ,safety”- oder .innocuity-test*
bei einer Grofenordnung von schiit-
zungsweise einigen zehntausend
Priifungen in den letzten Jahren im-
mer bestanden. Es wurden zwar ver-
schiedentlich pathologische Reaktio-
nen und Todesfille bei den Ver-
suchstieren im ATT beobachtet; da
diese jedoch in den Wiederholungs-
priifungen nie bestitigt werden
konnten, wurde somit in jeder Test-
wiederholung ein der Erstpriifung
kontrires Ergebnis ermittelt. Die im
ATT aufgetretenen auffilligen Test-
ergebnisse wurden von den Priifern
in der Regel als unspezifische Ver-
suchstierreaktionen gewertet oder
anderen EinfluBfaktoren zugeschrie-
ben.

Zur Klidrung der Ursachen dieser
Auffilligkeiten wurden das Autftre-
ten und die Hiufigkeit auffilliger
Testergebnisse fiir Hersteller und
PEI analysiert und nach moglichen
EinfluBfaktoren gesucht.

Die statistische Auswertung der
gesamten Daten erbrachte signifi-
kante Unterschiede in der Haufigkeit
auffiilliger Tests zwischen Herstel-
lern und dem PEL Ubereinstimmend
auffillige Testergebnisse wurden le-
diglich bei vier getesteten Chargen
gefunden.

Aufgrund dieser Resultate muf} die
Frage nach der Reliabilitdt und der
Validitit dieses Testsystems gestellt
werden. Ein Test wird als reliabel
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bezeichnet, wenn er bei der Wieder-
holung einer Messung unter gleichen
Bedingungen mit denselben Proben
zu dem gleichen Ergebnis wie in der
Erstpriifung fiihrt. Das ist beim Test
auf anomale Toxizitit bei keiner
Wiederholungspriifung der Fall ge-
wesen. Auch die sich aus dieser
Definition ergebende notwendige
Ubereinstimmung zwischen Herstel-
ler- und PEI-Ergebnissen bei Te-
stung gleicher Proben ist nicht vor-
handen. Die Validitit bezeichnet die
Giiltigkeit eines Testsystems und
stellt ein Mal fiir die Genauigkeit
der Messung dar. Im Falle des ATT
sollen die Verunreinigung einer
Impfstoffcharge aufgedeckt und die
Vertrdglichkeit  beurteilt werden.
Diese Anforderungen erfiillt der Test
nur ungeniigend, was allein schon
durch die recherchierten falschnega-
tiven Ergebnisse (vgl. 3.3) deutlich
wird. Auch eine in der ehemaligen
DDR aufgetretene schwere Verun-
reinigung einer Charge durch Ver-
wendung eines natriumazidhaltigen
Puffers, die bei den Impflingen zu
klinischen Reaktionen gefiihrt hatte,
konnte durch die Unschédlichkeits-
priifung an Versuchstieren nicht auf-
gedeckt werden.

Ein priparatespezifischer Einflufl
auf die Testergebnisse wurde fiir
DPT ermittelt: Bei der Priifung von
DPT-Impfstoffen wurden im PEI si-
gnifikant hdufiger auffillige Tests
als bei den iibrigen Humanpriipara-
ten gefunden. Auch stellten einige
Hersteller fest, daf} insbesondere
Produkte mit einer Ganzkeim-Per-
tussiskomponente hiufiger patholo-
gische Reaktionen bei den Versuchs-
tieren im ATT auslosten, was zur
Folge hatte, dafl in einigen Labors
den Miiusen eine geringere Dosis der
Priifsubstanz verabreicht wurde.

Ein Zusammenhang zwischen der
Vertrdaglichkeit an Labortieren und
der Art der Pertussiskomponente
wurde im National Institute of He-
alth in den USA festgestellt (Gupta
et al.,, 1988). Die Untersuchungen
von Bhandari et al. (1990) zur Ver-
traglichkeit in Abhingigkeit von
Impfstoffdosis und Applikationswei-
se fithrten zu der Empfehlung, den
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Miusen im ,,innocuity test™ nur eine
halbe Humandosis i.p. der DPT-
Adsorbat-Impfstoffe zu injizieren.
Auch in Deutschland wurde in einem
Nachtrag zum DAB verfiigt, dafl
Verhaltensstorungen von Miiusen in
den ersten drei Tagen nach der Injek-
tion eines pertussishaltigen Pripara-
tes nicht als Indikation fiir eine
anomale Toxizitit gewertet werden.
Die niederldndische Kontrollbehdrde
akzeptiert aufgrund dieser priparat-
spezifischen Effekte bei Pertussis-
komponenten eine dritte Wiederho-
lungspriifung im ATT (Hendriksen,
1988).

Ein weiterer Einflubfaktor fiir das
Auftreten von auffilligen Testergeb-
nissen wurde durch die Auswertung
der Veterinidrdaten ermittelt. Pripa-
rate, die Kombinationen aus den
Zusatzstoffen  Aluminiumhydroxid,
Thiomersal und Saponin enthielten,
zeigten deutlich hohere Auffillig-
keitsraten als die iibrigen Veterinir-
produkte. Verschiedene Hersteller
beobachteten vermehrt pathologi-
sche Reaktionen ihrer Versuchstiere
bei der Testung von aluminiumhy-
droxidhaltigen Priparaten. Diese Re-
aktionen wurden in der Regel tole-
riert, wenn sie im Beobachtungszeit-
raum reversibel waren.

Im Zusammenhang mit Saponin
berichtet Daalsgard et al. (1990) tiber
Beeintriichtigung der Vitalitdt von
Labortieren. Dies wurde auch von
einigen Priiflabors bestitigt und
fithrte im PEI dazu, daB kaum noch
saponinhaltige Priparate im ATT
gepriift werden. Da das Ausmal der
Versuchstierreaktionen von dem
Reinheitsgrad des Saponins abhin-
gig ist, testen inzwischen einige
Impfstoffhersteller jede Saponin-
charge an Miusen. Die Bewertung
der Reaktionen der Versuchstiere im
ATT erfolgt dann in Bezug auf die in
der Saponinpriifung beobachteten
Reaktionen. Die Problematik einer
eindeutigen Testbeurteilung  liegt
hierbei insbesondere in der unter-
schiedlichen Akzeptanz dessen, was
von den jeweiligen Priifern als un-
vermeidlich, weil zusatzstoffspezi-
fisch, hingenommen wird oder was
als nicht bestanden gilt.

Weitere EinfluBfaktoren, die das
Auftreten auffilliger Ergebnisse im
ATT begiinstigen, konnten durch die
Gesamtdatenanalyse nicht gefunden
werden.

Die Studie des PEI zeigte jedoch
eine signifikante Haufung auffilliger
Testergebnisse in der Gruppe der
inaktivierten Impfstoffe bzw. der
Priparate, die inaktivierte Kompo-
nenten enthielten. Da gerade inakti-
vierte Impfstoffe hiufig die als pro-
blematisch eingestuften Adjuvanti-
en, Konservierungsmittel oder Riick-
stinde aus Inaktivierungsprozessen
enthalten, kann dieses Ergebnis auch
in Zusammenhang mit den zusatz-
stoffspezifischen Einflufifaktoren ge-
sehen werden. Aufgrund der zu ge-
ringen Fallzahl war es jedoch nicht
moglich, die Daten aus der Studie in
Abhingigkeit von den einzelnen Zu-
satzstoffen statistisch zu untersu-
chen.

AufBerdem deckte die Studie hoch
signifikante Unterschiede in den Re-
aktionen der beiden Versuchstierspe-
zies auf (vgl. 3.2). Auffillige Reak-
tionen der Miuse entsprachen nicht
den beobachteten Auffilligkeiten der
Meerschweinchen bei den einzelnen
Impfstoffgruppen. Aufgrund dieser
unterschiedlichen Reaktivitit mul
auch die verschiedentlich diskutierte
Moglichkeit einer Reduktion der im
ATT eingesetzten Spezies auf eine
Art (Hendriksen et al., 1994) in
Zweifel gezogen werden.

Durch die Einzelrecherchen konn-
te gezeigt werden, daf die an Impf-
lingen beobachteten pathologischen
Reaktionen in keinem Fall mit einem
entsprechend auffilligen Ergebnis in
der Priifung auf anomale Toxizitit
einhergingen. Umgekehrt lie sich
auch kein Zusammenhang von im
ATT auffilligen Chargen und beson-
deren Impfreaktionen herstellen.
Auch hier wurde deutlich, dal der
ATT keine gesicherten Aussagen
{iber Qualitiit und Unbedenklichkeit
einer Impfstoffcharge zuliift.
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5 SchluBfolgerung und
Empfehlungen

Zusammenfassend kann man festhal-
ten, dafl die Priifung aut anomale
Toxizitdt weder den Kriterien der
Reliabilitiit noch der Validitit in dem
Male geniigt, dal zuverlissige Test-
ergebnisse erwartet werden konnen.

Die sich daraus ergebende Unsi-
cherheit der Aussage dieser Priifung
wird noch dadurch verstirkt, daf
Fehlinterpretationen der Testergeb-
nisse aufgrund von priiparat- und
zusatzstoffspezifischen  Einfliissen
maglich sind.

Durch das unspezifische Testsy-
stem konnen, wenn {iiberhaupt, nur
grobe Verunreinigungen aufgedeckt
werden; diese sind jedoch unter den
heutigen, streng kontrollierten Pro-
duktionsbedingungen nach GLP-
und GMP-Standards nicht mehr zu
erwarten.

Aus Tierschutzaspekten (vgl. Tier-
zahlen in Tab. 1) und in Anbetracht
der unzuverlissigen Testergebnisse
sollte der Test auf anomale Toxizitiit
ginzlich aus den Priifvorschriften
gestrichen werden. Die verschiedent-
lich diskutierte und von der Europdi-
schen Pharmakopde fiir einige Pri-
parate bereits festgeschriebene Mog-
lichkeit der Verlagerung des ATT in
die Qualititskontrolle des final bulk
hitte zwar eine Reduzierung der
Versuchstierzahlen zur Folge, diirfte
aber genauso wenig wie die Prii-
fung am Endprodukt zur Identifizie-
rung von Unvertriglichkeiten beitra-
gen.

Zur Bewertung der Qualitiit einer
Impfstoffcharge miifiten bereits vor-
handene Testsysteme verstirkt her-
angezogen bzw., wenn notig, neue
entwickelt werden. Sterilitits- und
Identitétspriifungen  reichen  zur
Uberpriifung der Reinheit des End-
produktes aus, wobei sich die Identi-
titspriifungen nicht allein auf die
arzneilich wirksamen Bestandteile
beschriinken sollten. Qualititsminde-
rungen von einzelnen Produktchar-
gen, die zum Beispiel auf ecinen
iiberhohten Endotoxingehalt zuriick-
zufiithren sind, konnen weitaus zu-
verldssiger durch den routineméfi-
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gen Einsatz spezifischer Testsysteme
(LAL-Test) nachgewiesen werden.

In der neuesten Fassung der EP
(im Druck) wird in der allgemeinen
Monographie der ,Impfstoffe fiir
Tiere™ der Test auf anomale Toxizi-
tit nicht mehr vorgeschrieben. Als
safety test wird eine spezifische To-
xizitdtspriifung am Zieltier mit der
doppelten Dosis bei inaktivierten
Priparaten bzw. zehnfachen Dosis
bei Lebendimpfstoffen als ausrei-
chend erachtet. Konsequenterweise
sollte daher der ATT im Allgemei-
nen Teil der EP (V.2.1.5) und in der
Monographie , Immunsera fiir Tiere*
ebenfalls gestrichen werden.

Bei den immunologischen Arznei-
mitteln zur Anwendung am Men-
schen ist die Bereitschaft, auf den
ATT zu verzichten, wesentlich ge-
ringer. Die Relevanz dieses Tests
wird jedoch immer wieder Kritisch,
insbesondere bei Neufassung einzel-
ner Impfstoffmonographien disku-
tiert. In diesem Zusammenhang sei
auf die Anmerkung von Castle
(1995) verwiesen, daB die Strei-
chung des ATT in Monographien fiir
Blutprodukte offenbar in den Fillen,
bei denen der Pyrogentest fiir Kanin-
chen beibehalten wurde, leichter
durchsetzbar erschien. Inzwischen
wird auch innerhalb der Experten-
gruppe 15 der EP die Frage nach der
generellen Streichung des ATT fiir
Humanpriparate erdrtert. Eine Ab-
schatfung der allgemeinen Priifvor-
schrift (V.2.1.5), eventuell verbun-
den mit besonderen Ausnahmerege-
lungen fiir spezielle Produkte unter
Anpassung der jeweiligen Versuchs-
bedingungen (zum Beispiel fiir per-
tussishaltige Priparate), sollte in An-
betracht dieser Untersuchungsergeb-
nisse in naher Zukunft auch fiir den
Humanbereich moglich sein.
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