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Zusammenfassung
Endotoxin (syn. LPS = Lipopolysaccharid) ist als Zellwandbe-
standteil gramnegativer Bakterien in vielen Yeterindrimpfstoj-
fen enthalten. 1m Organismus losen hohe Endotoxindosen eine
Reihe pathophysiologischer Reaktionen aus. Nach der Anwen-
dung dieser Impfstoffe konnen Unvertraglichkeitsreaktionen
auftreten.
Zur Untersuchung kamen zugelassene Schweineimpfstoffe, die
an Tiere unterschiedlicher Gewichts- und Altersgruppen
verabreicht wurden. Der Endotoxingehalt des jeweiligen
Impfstoffes wurde mit dem LAL (Limulus-Amobozyten-Lysat)-
Test nach EP (Europiiische Pharmacopoeia) bestimmt.
Der Versuchsaufbau entsprach den Vorschriften der EP zur
Prufung auf Unschddlichkeit von veterinarimpfstojfen. Nach
der Impfstoffapplikation wurden die Tiere iiber einen Zeitraum
von 48 Std. intensiv iiberwacht, die Korperinnentemperatur
eifaJ3t sowie Blutentnahmen zur Bestimmung der Plasmaendo-
toxinkonzentration und zur Anfertigung eines groJ3en Blutbil-
des durchgefiihrt.
Die veriinderungen im Blutbild und die Ergebnisse der
klinischen Beobachtung zeigten eine deutliche Abhdngigkeit
von der mit dem Impfstoff verabreichten Endotoxinmenge. Eine
anfdngliche Leukopenie mit sich anschlieJ3ender Leukozytose,
Temperaturerhohungen sowie klinischen Zeichen von Futter-
verweigerung, Niedergeschlagenheit bis hin zu schockartigen
Symptomen waren mit erhohten Endotoxinkonzentrationen im
Plasma verbunden. Diese Erscheinungen waren in der Regel
nach 24 Std. wieder abgeklungen. Besonders empfindlich auf
einen erhohten Endotoxingehalt im Impfstoff reagierten Junge
Tiere mit einem Korpergewicht zwischen 10 und 40 kg. Weitere
Ursachen fur die groj3en Unterschiede in der individuellen
Reaktionslage konnen neben der Endotoxinkonzentration im
Impfstoff auch die enthaltenen Bakterienarten btw. ihre
Aufbereitungsweise sein.

Summary: The establishment of endotoxin limits which satisfy
animal welfare considerations in the testing of porcine
vaccines
Endotoxin (lipopolysaccharide, LPS) is a constituent of the cell
walls of gram-negative bacteria and is found in many vaccines
produced from these bacteria. High levels of endotoxin can
give rise to a range of pathophysiological reactions. and
adverse reactions tend to be seen in animals following vac-
cination.
In this study. pigs of various ages and weights were vaccinated
with licensed porcine vaccines and the endotoxin content of the
vaccines was determined with the LAL. conducted according to
EP (European Pharmacopeia). The experiments followed the
EP guidelines relating to the safety testing of veterinary
vaccines. The animals were monitored for 48 h after vaccinati-
on, their body temperatures were measured, and blood samples
were taken for analysis and for the determination of plasma
endotoxin levels.
There was a clear relationship between vaccine endotoxin
content and changes in blood cell counts and in the clinical
picture. Elevated plasma endotoxin levels correlated with the
occurrence of initial leucopenia followed by leucocytosis as
well as with clinical symptoms ranging from refusal of food
and depression to shock-like symptoms. After 24 h. normal
physiological values were regained. Young animals weighing
between 10 and 40 kg were found to be very sensitive to
elevated endotoxin content in vaccines. The differences in
individual reactions could be due not only to differences in
vaccine endotoxin content, but also to differences in the
reactivity of the organism, and in the type of bacteria used or
in the composition of the vaccine.

1 Einleitung
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Endotoxine sind Lipopolysaccharide
(LPS). Sie bilden als Zellwandbestandteil
die aufiere bakterielle Membran gramne-
gativer Bakterien und sind an deren Ober-
flache lokalisiert. Sie bestehen aus einer
Polysaccharidkette und dem Lipoid A. Der
Lipoidanteil ist fur die toxische Wirkung

des LPS verantwortlich (Rietschel et al.,
1993). Das LPS ist normalerweise fest in
der Zellwand integriert. Es wird erst bei
Bakterienzerfall frei.
Endotoxine losen eine Vielzahl unspe-

zifischer pathophysiologischer Reaktionen
aus. Hierzu gehoren Fieber (Cort und Kin-
dahl, 1980), Blutdruckabfall, Gerinnungs-
storungen und Veranderungen im weiBen

Blutbild (Hussaini und Ready, 1981). Der
Organismus reagiert bereits auf kleinste
Mengen dieser Komponenten. Nach Ap-
plikation hoher Dosen kann es zu irrever-
siblen Schockzustanden und zu Fehlgebur-
ten kommen. Endotoxine werden daher als
wichtige Pathogenitatsfaktoren gramnega-
tiver Bakterien angesehen (Culbertson und
Osburn, 1980).
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Wahrend geringe Mengen in Impfstof-
fen aufgrund ihres immunstimulierenden
Effektes durchaus erwunscht sind, fiihren
hohere Dosen zu deutlichen Nebenwir-
kungen (Scarnell, 1980).
Fur die Pri.ifi.mgvon Tierimpfstoffen gel-

ten die Vorschriften des Deutschen (DAB)
und des Europaischen Arzneibuchs (EP).
DetaillierteAnforderungen an die einzelnen
Impfstoffe sind in den Monographien be-
schrieben. So ist bislang filr inaktivierteCo-
libacillosis-Impfstoffe, inaktivierte porcine
Actinobacillosis- Impfstoffe und inaktivier-
te porcine Impfstoffe gegen die progressi-
ve atrophische Rhinitis eine maximale En-
dotoxinkonzentration yon Ix 106IU/Dosis,
gemessen imLimulus-Amobozyten-Lysat-
Test (LAL), einzuhalten. Die Unschadlich-
keit nach Uberdosierung rnuf auBerdem
routinemallig amZieltier iiberpri.iftwerden.
Zwei Dosen (= Doppeldosistest) eines in-
aktivierten Impfstoffes oder 10 Dosen ei-
nes Lebend-Impfstoffes werden auf dem
empfohlenen Wege injiziert. Treten keine
.anomalen oder systemischen Reaktionen
auf', so gilt der Test auf Unschadlichkeit
als bestanden. Der Begriff "anomale Reak-
tion" ist jedoch nicht naher definiert. Bei
einigen Impfstoffenwerden daher deutliche
systemische Reaktionen nach derVakzinie-
rung als fur das Produkt "normal" erachtet.
ZielderUntersuchungenistes,durcheinen

VergleichderEndotoxinausgangskonzentratio-
nen im Impfstoffmit den resultierendenWer-
ten im Plasmanach der Immunisierungunter
BeriicksichtigungweitererklinischerParame-
ter einewissenschaftlichfundierteGrundlage
fur die BeurteilungEndotoxin-bedingterUn-
vertraglichkeitsreaktionenbeim Schwein zu
finden,urn sowohl denAspektenderArznei-
mittelsicherheit als auch des Tierschutzes
Rechnungzu tragen.

2 Versuchstiere, Material und
Methoden

2.1. Versuchstiere
Als Versuchstiere standen weibliche und
mannlich-kastrierte Masthybriden im Al-
ter von 2 bis 4 Monaten und einem Kor-
pergewicht von 8-65 kg zur Verfiigung.
Die 13Versuchstiergruppen bestandenje-
weils aus 5 bis 6 Tieren.

2.2. Material und Methoden
2.2.1 Impfstoffe
Es wurden nur zugelassene bakterielle
Schweineimpfstoffe untersucht, davon 8
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Mono-, 3 Kombinations- und 2 Lebend-
lmpfstoffe.

2.2.2 Immunisierung und Blutentnah-
me
Zu Versuchsbeginn (Oh)erhielten jeweils
zwei Tiere innerhalb jeder Versuchsgrup-
pe die nach Anweisung des Herstellers ein-
fache Dosierung des Impfstoffes, zwei
weitere Tiere die doppelte bzw. zehnfache
Dosierung. Ein oder zwei weitere Tiere
dienten als Kontrollen. Ihnen wurde an-
stelle des Impfstoffes physiologische
Kochsalzlosung injiziert. Den Tieren wur-
de unrnittelbar vor del' Imrnunisierung so-
wie 1,2,4,6,24 und 48 Std. p.imm. unter
sterilen Bedingungen Blut entnommen.
Das heparinisierte Vollblut wurde an-
schliefiend zentrifugiert. Das gewonnene
Plasma wurde portioniert und bis zur spa-
teren Endotoxinbestimmung bei -200 C
gelagert. Die Leukozytenzahlen wurden
mit Hilfe eines Analysengerates (Coulter-
JT, Coulter USA) aus EDTA-Vollblut er-
mittelt.

2.2.3 Beobachtung der Tiere nach
Immunisierung
Vor den Blutentnahrnen wurden die Tiere
klinisch untersucht. Es wurde Bewegungs-
aktivitat, Atrnung, Nahrungs- und Tranke-
aufnahme, Kreislauf, Kot- und Urinabsatz
beurteilt sowie die Korperinnenternpera-
tur erfaBt.

2.2.4 Endotoxinbestimmung in den
Impfstoffen
Die Bestimrnung der Endotoxinkonzentra-
tion in den Impfstoffen erfolgte nach EP.

2.2.5 Endotoxinbestirnmung im
Plasma
Die Endotoxinkonzentration im Plasma
wurde kinetisch in einem Mikroplatten-
spektrophotometer (SpectraMax 250.
Molecular Devices Corporation, Califor-
nia) mit Hilfe eines chromogen Substra-
tes (Pyrochrome LAL, Pyroquant Diagno-
stik GmbH, Weiterstadt) gemessen.

3 Ergebnisse

Die Auswertung del' Beobachtungsmerk-
male ergab deutliche Verhaltensanderun-
gen wahrend der ersten 24 Std. nach del'
Verabreichung endotoxinhaltiger Impf-
stoffe. Bei Endotoxinkonzentrationen >
lx106 IU/Irnpfstoffdosis reagierten die
Tiere mit einer verminderten bis ganzlich
fehlendcn Nahrungsaufnahme. 1mweite-
ren waren eine verstarkte Atmung, Beein-
trachtigungen des Kreislaufsystems, Un-
ruhe, Zittem, Teilnahmslosigkeit und Fest-
liegen zu beobachten.
Die Korperinnentemperatur erhohte

sich im AnschluB an die intramuskulare
Imrnunisierung wahrend der ersten beiden
Stunden urn mehr als 1,50 C. Nach sub-
kutaner Applikation war die Temperatur-
erhohung weitaus geringer.
Die Analyse des Plasmas zeigte eine

deutliche Erhohung der Endotoxinkonzen-
trationen im Anschluf an hohe Endoto-
xininjektionen, wahrend bei Impfstoffen
mit < lx106 IU/Impfstoffdosis nur gerin-
ge Endotoxinkonzentrationen im Organis-
mus nachweisbar waren (Abb.l)
Nach der Gabe hoher Endotoxindosen

sanken die Leukozytenzahlen des zirku-
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Abbildung 1: Endotoxinkonzentration im Plasma nach Applikation endotoxinhaltiger
Impfstoffe
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lierenden Elutes initial wahrend der ersten
zwei Stunden, urn dann kontinuierlich
uber die Ausgangswerte anzusteigen. Ge-
ringere Endotoxindosen wurden vom Or-
ganismus sofort mit einem Anstieg der
Leukozytenzahlen beantwortet.

4 Diskussion

Aus den bisher durchgeflihrten Untersu-
chungen laBt sich ein Zusammenhang
zwischen der Hohe der mit dem Impfstoff
applizierten Endotoxindosis und der Aus-
pragung der auftretenden Unvertraglich-
keitsreaktionen aufzeigen. Reaktionen tre-
ten insbesondere nach Endotoxinapplika-
tionen von > 1X 106 IUlImpfstoffdosis auf.

Die Ergebnisse zeigen, daB nach Appli-
kation von Impfstoffen mit hohen Endo-
toxinkonzentrationen eine gesteigerte Re-
sorption des Endotoxins in den Organis-
mus stattfindet. Der Organismus reagiert
auf aufgenommenes Endotoxin mit Erho-
hung der Korperinnentemperatur, Abbil-
dung 2 zeigt den Zusammenhang zwi-
schen Plasmaendotoxinkonzentration und
Temperaturerhohung.

Die Ergebnisse zeigen weiter, daB bei
einzelnen Impfstoffen deutliche endoto-
xinbedingte Nebenwirkungen auftreten
konnen, Der Schweregrad der Erscheinun-
gen ist abhangig von der Dosis und dem
Applikationsweg. Aber es bestehen auch
sehr groBe individuelle Unterschiede in
der Reaktionslage der Einzeltiere. Neben
der Endotoxinkonzentration im Impfstoff
scheint auch seine Zusammensetzung (Art
der Bakterienaufbereitung, zugefugte Ad-
juvantien, Konservierungsstoffe) von Be-
deutung zu sein. Auch Korpergcwicht bzw.
Alter, Gesundheitszustand, Hormonstatus
sowie Haltung der Tiere konnen eine Rol-
le bei der Empfindlichkeit gegentiber En-
dotoxin spielen.

Schweine werden als landwirtschaftli-
che Nutztiere vorwiegend in Grofsbestan-
den gehalten. Durch Zucht und Haltung
sind die Tiere sehr kreislaufanfallig gewor-
den. Erschopfungsreaktionen nach einer
Bestandsimmunisierung sind haufig. En-
dotoxinbedingte Nebenwirkungen konnen
hierdurch verschleiert werden.
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Abbildung 2: Zusammenhang zwischen Endotoxinkonzentration im Plasma und An-
stieg der Korperinnentemperatur

Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse
ist eine erneute Diskussion der bislang
festgeschriebenen Maximalwerte fur den
Endotoxingehalt in Veterinarimpfstoffen
wtinschenswert. Moglichst geringe Endo-
toxinkonzentrationen in Impfstoffen und
eine klare Festlegung der Beurteilungskri-
terien bei Unschadlichkeitsprufungen am
Schwein sind als wichtiger Beitrag zur
Arzneimittelsicherheit und zum Tierschutz
anzusehen.
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