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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die Moglichkeiten des
Einsatzes des LAL-Tests als Freigabetest fiir Parentera-
lia, Medizinprodukte und Dialyseldsungen erldutert. Seit
der Etablierung des LAL-Tests innerhalb der pharma-
zeutischen Industrie wurde die Moglichkeit seines
Einsatzes anstelle des klassischen Pyrogentests am
Kaninchen fiir die Freigabe von Parenteralia kontrovers
diskutiert:

Die Befiirworter des LAL-Tests argumentierten mit
dessen hoherer Empfindlichkeit, Schnelligkeit, geringe-
rem Preis und nicht zuletzt mit dem Wegfall von Tierver-
suchen.

Diejenigen, die einem Einsatz des LAL-Tests bei Freiga-
bepriifungen fiir Parenteralia reserviert gegeniiberstan-
den, befiirchteten vor allem, dass — auf Grund des sehr
spezifischen Nachweises von Endotoxinen — nicht-
endotoxin Pyrogene nicht mehr nachgewiesen werden
konnten.

Seit einiger Zeit hat der LAL-Test in Europa jedoch
Eingang in das Europdische (Deutsche) Arzneibuch
gefunden und wird in der Monographie ,, Parenteralia*
bei den dort geforderten Priifungen auf Reinheit ver-
bindlich erwdhni.

Summary: Use of the LAL-Test (Parenterals, Medical
Device, Dialysis solutions).

This article describes the use of the LAL-Test as a
product release test for parenterals, medical devices and
dialysis solutions. Since the LAL-Test has been esta-
blished in the pharmaceutical industries, the possibility
to use this test as product release test in lieu of the
classical Test for Pyrogens in rabbits has been discus-
sed:

The supporters of the LAL-Test argued with its high
sensitivity, easy to use, low costs and last but not least
with the possibility to avoid experiments with animals.
Those who disapproved on the test to be used as a
product release test mainly for parenterals feared that —
due to the high specifity of the LAL-Test — non-endotoxin
Pyrogens could no longer be detected.

Since some years the LAL-Test has been introduced into
the monograph ,, Parenterals* of the European (Ger-
man) Pharmacopeia and is mentioned under the tests the
parenterals have to comply with.

Keywords: LAL-Test, endotoxins, parenterals, product
release test

1 Parenteralia

In der Monographie ,Parenteralia®
der 10. Ausgabe des Deutschen Arz-
neibuchs (im folgenden als DAB 10
bezeichnet) ist der LAL-Test als
Prifung auf Bakterien-Endotoxine
bei der Priifung auf Reinheit er-
wiahnt.

Unter dem Abschnitt ,,Priifung auf
Reinheit™ heiBit es: Prifung auf Bak-
terien-Endotoxine (V.2.19): , Die
Priifung auf Bakterien-Endotoxine
kann die Priifung auf Pyrogene er-
setzen, wenn dies in einer Monogra-
phie des Arzneibuchs vorgeschrieben
oder von der zustindigen Bundes-
oberbehorde zugelassen ist.™
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Die im Geltungsbereich des DAB
10 bisher einzige Monographie, die
den LAL-Test bei der Priifung auf
Reinheit an Stelle des iiblichen Py-
rogentests zuldBt, ist die Mono-
graphie fiir ,,Wasser fiir Injektions-
zwecke.

Da im DAB 10, im Gegensatz z.B.
zum Britischen-(BP) oder dem US-
Arzneibuch (USP), keine Monogra-

phien fiir Fertigarzneimittel, sondern
nur allgemeine Monographien fiir
bestimmte Darreichungsformen ver-
offentlicht werden, kann der pharma-
zeutische Unternehmer demnach
nicht auf Monographien zuriickgrei-
fen. Er bendtigt stattdessen die Zu-
lassung der zustindigen Bundesbe-

horde, wenn der LAL-Test den Pyro-
gentest ersetzen soll.

Die zustiindige Bundesoberbehor-
de ist das ehemalige Bundesgesund-
heitsamt (BGA) und heutige Bundes-
institut fiir Arzneimittel und Medi-
zinprodukte  fiir
Arzneimittel.

Fiir bereits zugelassene Arzneimit-
tel ist eine Anderungsmeldung an
das Bundesinstitut mit Beleg der
ordnungsgemifien Validierung der
Priifung auf Endotoxine meines Er-
achtens ausreichend (§ 29, Arznei-
mittelgesetz [AMG]). Der LAL-Test
muf} arzneimittelbezogen validiert
werden. Die Validierungsunterlagen
sollen von der zulassenden Behorde

neuzuzulassende
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Tabelle 1: Extraktion von Endotoxinen vor und nach Sterilisation. Zehn-Milliliter-Sprizen wurden mit gramnegativen Keimen
kinstlich kontaminiert (Extraktionmethode: DIN 13098)

Endotoxin CFU / Syringe LAL Test before Steam LAL Test after Sterilization
Sterilization Ethylene Oxide Irradiation (g)

P. aeruginosa ~ 108 9/0(3/3) 3/0(1/0) 3/0(1/0) 3/0(1/0)
~10° 9/9(3/3) 3/3(1/0) 3/0(1/0) 3/3(1/0)
~107 9/9(3/3) 3/3(1/0) 3/0(1/0) 3/3(1/0)

E. coli ~10° 9/0(3/3)" 3/2(1/0) 3/0(1/0) 3/0(1/0)
~10° 9/9(3/3) 3/3(1/0) 3/1(1/0) 3/3(1/0)
~ 107 9/9(3/3) 3/3(1/0) 3/2(1/0) 3/3(1/0)

bei der Entscheidung iiber Zulassung
oder Nichtzulassung des LAL-Tests
in Erwigung gezogen werden.
Weiterhin ist der Nachweis zu er-
bringen, daf} bei positiven Befunden
im Pyrogentest gleiche Ergebnisse
wie mit dem LAL-Test erbracht wer-
den.

Auf der anderen Seite ist sicherzu-
stellen, dal} ein negativer Pyrogen-
test auch einen negativen LAL-Test
bedingt. Diese Forderung ist nur
scheinbar ein Widerspruch (ein ne-
gativer Pyrogentest kann ohne weite-
res, auf Grund der hoheren Empfind-
lichkeit des LAL-Tests, durch ein
positives Ergebnis des letzteren wi-
derlegt werden). Vielmehr mufl aus-
geschlossen werden, daBl auf Grund
der (sehr hohen) Spezifitit des LAL-
Tests pyrogene Substanzen, die ev.
von anderen als gramnegative Keime
sezerniert werden, zwar vorhanden
sind, aber mit dem LAL-Test nicht
nachgewiesen werden kdnnen.

2 Medizinprodukte (,,Medical
Devices**)

Durch das zweite Gesetz zur Ande-
rung des Arzneimittelgesetzes vom
16. August 1986 wurden Einmalarti-

kel (= Medizinprodukte oder Medi-
cal Devices) in das Arzneimittelge-
setz mit einbezogen, sofern aus ihrer
Kennzeichnung hervorging, daf} sie
einem Verfahren zur Verminderung
der Keimzahl unterzogen worden
sind (§ 2 [2] AMG). Seitdem
(1.1.88) gelten sterile Einmalartikel
als Arzneimittel und unterliegen so-
mit den Qualitdtsanforderungen des
Arzneibuchs (§ 55 AMG), sofern sie
dort aufgefiihrt sind.

Zum 1.1.1995 trat das neue Medi-
zinproduktegesetz (MPG) in Kraft.
Ab diesen Datum kann bis zum Ende
einer Ubergangsfrist am 13.6.1998
fiir Medizinprodukte, die bisher un-
ter § 2 (2) AMG fielen, alternativ
zum Arzneimittelgesetz auf der Ba-
sis einer Interimsregelung das Medi-
zinproduktegesetz unmittelbar ange-
wendet werden.

Ab dem 14.6.1998 fallen dann alle
Produkte, die durch die Begriftsbe-
stimmungen (§ 3 MPG) abgedeckt
sind, unter das MPG.

Wihrend fiir (klassische) Arznei-
mittel das Arzneibuch das anerkann-
te pharmazeutische Regelwerk iiber
Qualitit, Priifung, Lagerung, Abgabe
und Bezeichnung von Arzneimitteln
ist (§ 55 AMG), konkretisieren bei
den Medizinprodukten harmonisierte

Tabelle 2: Vergleich der Nachweish&ufigkeit Endotoxin-positiver Kunststoffein-
malartikel mit Hilfe des Pyrogen- und des LAL-Tests

Anzahl Tests

Anzahl positiver Tests

LAL-Test: 5484*
Kaninchentest: 152

8 (0,15 %)™
0 (0,00 %)

* Priflinge
** nachgezogene Pyrogentests: negativ
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europidische Normen diese Anforde-
rungen (klinische Priifungen, Uber-
wachung etc.). Fiir Medizinprodukte,
die im Arzneibuch aufgefiihrt sind
(z.B. Transfusionsgerite, Einmal-
spritzen etc.), gelten auch weiterhin
die Qualitidtsanforderungen des Arz-
neibuchs, auch tiber den 14.6.1998
hinaus, sofern sie nicht aus dem
Arzneibuch herausgenommen wer-
den (Ratsrichtlinie 75/318/EEC vom
20.5.1975 in der jeweils neuesten
Fassung).

Fiir Transfusionsgerite und fiir
Einmalspritzen mit einem Nennvolu-
men = 15 ml z.B. schreibt das
Arzneibuch die Priifung auf Pyroge-
ne (V.2.1.4) vor, ohne die Moglich-
keit der alternativen Priifung auf
Bakterien-Endotoxine, wie sie z.B.
fiir Parenteralia beschrieben ist.

Die englische MEDISPA (Medical
Sterile Products  Association)
schreibt in ihren ,,Draft Guidelines
Jfor the Assessment (and Control) of
Microbial Contamination (Biobur-
den) (2/1989) ,,...that plastic devices
that are manufactured and validated
under GMP guidelines are liable to
have such a low precontamination
bacterial count that testing of pro-
ducts for pyrogenicity is not conside-
red essential...".

In einem Modellversuch mit 10 ml
Einmalspritzen, die mit den Endoto-
xinbildnern P. aeruginosa bzw. E.
coli kontaminiert waren, muf3te man
die Spritzen mit 10°-10° Keimen/
Spritze beaufschlagen, um iiberhaupt
— in Abhingigkeit von der Sterilisati-
onsart — ein positives LAL(!)-Ergeb-
nis zu erhalten. Der Pyrogentest ist
noch weitaus unempfindlicher, so-
daB ein positives Ergebnis bei der
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Tabelle 3: Ergebnisse einer parallelen Testung von insgesamt 77 Chargen Aqua
a. i., 0,9 % NaCl-Lésung und Ringer-Spullésung (3/81-12/81)

Produkt Pyrogen-Test LAL-Test

negativ* positiv negativ positiv
Agqua a. i. 17 0 17 0
NaCl-Lésung 0,9 % 47 0 39 8
Ringer-Splllésung DAB7 12 1 7 6
Summe 76 (98,7 %) 1(1,3%) 63(81,8%) 14 (18,2%)

*1,15°C=<xT<265°C

Priifung auf Pyrogene erst bei noch
hoheren Keimzahlen hitte erwartet
werden konnen.

Uber einen Zeitraum von neun
Monaten wurden 600 2- und 3-teilige
Einmalspritzen auf Verkeimung vor
der Sterilisation untersucht:

Hierbei ergab sich, daBl 2/3 aller
untersuchten Spritzen vor der Sterili-
sation praktisch keimfrei waren,
wihrend nur zwei von 600 Spritzen
Keimzahlen zwischen 20 und 50
aufwiesen. Aber auch diese letzteren
Keimzahlen hiitten in keinem Fall
ausgereicht, um ein positives Pyro-
gen-/LAL-Ergebnis zu bewirken.

1986 wurden bei Braun in Melsun-
gen ca. 5500 Medizinprodukte mit
dem LAL- und 150 Medizinprodukte
mit dem Pyrogentest gepriift. Nur in
acht Fillen konnten positive LAL-
Reaktionen nachgewiesen werden;
die anschlieBend durchgefiihrten Py-
rogen-Priifungen waren alle negativ.

3 Himodialyselosungen und
Wasser zum Verdiinnen konzen-
trierter Himodialyselosungen

Himodialyseldsungen — entsprechen
in ihrer Elektrolytkonzentration der-
jenigen des menschlichen Plasmas.
Wegen der Verwendung grofler Vo-
lumina werden Himodialyseldsun-
gen normalerweise mit Wasser ge-
eigneter Qualitit vor Gebrauch ver-
diinnt.

Wasser geeigneter Qualitdt ist
,.Gereinigtes Wasser” nach Arznei-
buch, an das allerdings noch beson-
dere Anforderungen (u.a. an Mikro-
biologie und Endotoxingehalt) ge-
stellt werden.
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Falls ,,Gereinigtes Wasser™ nicht
erhiltlich ist, kann fiir die Heimdia-
lyse auch Trinkwasser zum Verdiin-
nen der Konzentrate verwendet wer-
den.

Hamodialyseldsungen diirfen
hochstens 0,5 Endotoxineinheiten
(EU)/ml Losung enthalten, wenn sie,
auf Anwendungskonzentration ver-
diinnt, mit der Priifung auf Bakteri-
en-Endotoxine gepriift werden.

Das Arzneibuch weist jedoch auch
darauf hin, daB3 Konzentrate, bei
denen keine validierte Priifung auf
Bakterien-Endotoxine durchgefiihrt
werden kann, mit dem Pyrogentest
zu testen sind (in diesem Fall auf
Anwendungskonzentration Ver-
diinnt).

Die Formulierung des Arzneibuchs
ist somit duberst widerspriichlich:

So kann ausgelegt werden, daf das
Konzentrat zu validieren und die
Routinepriifung in der Anwendungs-
konzentration durchzufiihren ist, da
einmal von Priifung und einmal von
Validierung gesprochen wird.

Die Pyrogenpriiffung hingegen
wird nur in der Anwendungskonzen-
tration durchgefiihrt. Der Kommen-
tar des Arzneibuchs (1994) zu diesen

Priifkriterien beendet deren Wider-
spriichlichkeit: Er legt fest, da} so-
wohl die Validierung als auch die
Priifung an den auf die jeweilige
Gebrauchskonzentration  herabver-
diinnten Konzentraten durchzufiih-
ren sind und erst danach entschieden
werden kann, ob der Limulus-Test
oder der klassische Kaninchen-Test
angewendet werden muf.

Wasser zum Verdiinnen konzen-
trierter Himodialyselosungen st
»Qaereinigtes Wasser”, dessen mikro-
biologische Qualitit und Endotoxin-
belastung, anders als bei normaler-
weise im Arzneibuch beschriebenem
LGereinigten Wasser®, angegeben
sind:

Die mikrobiologische Qualitiit ent-
spricht Trinkwasser (100 Keime/ml)
und die Endotoxinbelastung derjeni-
gen von Wasser fiir Injektionszwek-
ke (< 0,25 EU/ml).

Gleichzeitig 1463t das Arzneibuch
Trinkwasser zum Verdiinnen der Ha-
modialysepriparate zu. Der entspre-
chende Kommentar weist darauf hin,
daB nur Trinkwasser zur Anwendung
kommen darf, dessen chemische Zu-
sammensetzung besonders sorgfiltig
tiberpriift worden ist. Die Interpreta-
tion des Kommentars diesbeziiglich
ist jedoch wiederum schwierig:

Er besagt, dall bei Wasser zum
Verdiinnen von Hidmodialysekon-
zentraten, zusidtzlich zu den Rein-
heitspriifungen bei ,,Gereinigtem
Wasser”, noch Gesamtchlor, Fluorid,
Kalium, Quecksilber, Zink, Mikro-
biologie und Bakterien-Endotoxine
gepriift werden miissen. Im néchsten
Absatz wird auf Trinkwasser verwie-
sen, und es werden entsprechende
Reinheitspriifungen auf Gesamt-

Tabelle 4: Anzahl Chargen 0,9 % NaCl-Lésung, die — im Gegensatz zum Pyro-
gen-Test — im LAL-Test ein positives Ergebnis zeigten (1985-1980)

Anzahl Anzahl mit dem LAL-Test posi-
Chargen tiver Chargen (= 0,5 EU / ml; %)

Spullésung 797 1(0,13)

Bottle Pack-Verfahren 1656 5(0,3)

Infusionsflaschen (250-1000 ml) 1005 0(-)

Injektionsflaschen (< 100 ml) 664 0(-)

Soluflex-Beutel 718 2 (0,28)

Summe 4840 8 (0,17)
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chlor, Fluorid, Kalium, Natrium und
Zink verlangt. Auf eine Quecksilber-
priifung z.B. wird verzichtet, mit
Hinweis auf die Quecksilberlimitie-
rung im Trinkwasser durch die ent-
sprechende EG-Verordnung. Es 146t
sich auf Grund des Wortlauts des
Kommentars nicht eindeutig ent-
scheiden, ob die Mikrobiologie und/
oder die Bakterien-Endotoxine bei
Verwendung von Trinkwasser fiir
die Heimdialyse zu iiberpriifen sind
oder nicht.

Bei der Mikrobiologie kénnte man
schluBfolgern, daff die Keimzahl/ml
ebenfalls durch die entsprechende
Trinkwasserverordnung geregelt ist.

Endotoxingehalte sind jedoch nir-
gends beschrieben, so daf u.U. inter-
pretiert werden konnte, Trinkwasser
nur nach vorheriger Endotoxinprii-
fung fiir die Heimdialyse zu verwen-
den.

Eine Endotoxinkonzentration <
0,25 EU/ml ist bei Trinkwasser aller-
dings kaum zu erwarten noch zu
erreichen. Eigene Untersuchungen
mit Melsunger Stadtwasser ergaben
Endotoxinkonzentration zwischen 3
und 10 EU/ml. Wiirde man dieses

Wasser fiir den Ansatz bei der Heim-
dialyse verwenden, wiirde der Endo-
toxineintrag des verdiinnten Konzen-
trats, der lt. Arzneibuch auf 0,5 EU/
ml limitiert ist, nur noch * 5 % der
Gesamtendotoxinbelastung bei der
Anwendungskonzentration betragen.
Dann ist allerdings die Frage erlaubt,
warum an die Himodialyselosungen
generell so rigide Anforderungen
hinsichtlich Endotoxinbelastung ge-
stellt werden miissen.
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Der Limulus-Amobozyten-Lysat-(LAL)-Test
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29. ZEBET Seminar am 29. November 1994 in D-Berlin

Unter diesem gemeinsamen Titel sind hier vier Referate eines Workshops bei ZEBET/BgVV in Berlin iiber den
Stand der Anwendungsmoglichkeiten und der behérdlichen Akzeptanz des LAL-Tests zusammengestellt. Das
fiinfte Referat aus dem Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinalprodukte in Berlin, zustindig fiir die
Anerkennung dieser Alternativmethode in Deutschland, wurde uns leider nicht zur Verfiigung gestellt.
Organisiert wurde das Seminar gemeinsam von ZEBET/BgVV und der Fa. SERVA, Heidelberg.
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