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Zusammenfassung:

Die Bedeutung der Endotoxindmie bei verschiedenen Krankheitsbildern ist trotz zahlreicher Untersuchungen
nach wie vor ungeklart. Die widerspriichlichen Ergebnisse der Literatur sind vorwiegend methodisch bedingt.
Der zum Endotoxinnachweis allgemein verwendete Limulus-Amoebozyten-Lysat-Test wird durch Serum
oder Plasma gestort. Ein weiterer, bislang nicht beriicksichtigter Punkt ist die mangelnde Vergleichbarkeit
verschiedener Limulus-Amoebozyten-Lysat-Priparationen. Aufgrund der durch den Test bedingten falschen
Ergebnisse werden, wie am Beispiel des hdmorrhagischen Schocks kurz dargestellt, falsche Schiiisse zur
pathogenetischen Bedeutung des Endotoxins gezogen.

Schlisselworter:

Endotoxinédmie — Limulus-Amébozyten- Lysat- Test

Summary:

The clinical relevance of endotoxemia in the course of certain disease is still unclear. Inconsistent results of
several studies are caused by methodological problems. Protein containing fluids as serum or plasma inhibit
or amplify the test. Another problem is the uncomparability of different lysates which produce incorrect
results. So wrong conclusions concerning the relevance of endotoxin for the pathogenesis of certain disease

can be made.
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Einleitung

Gramnegative Bakterien sind die hdufigsten Erreger einer
Sepsis im chirurgischen Krankengut (1). Die typischen
klinischen Erscheinungen einer gramnegativen Bakteri-
amie lassen sich auch nach Verabreichung von bakteriel-
len Lipopolysacchariden, auch Endotoxine genannt, be-
obachten (7). Diese sind Hauptbestandteile der Zellwand
gramnegativer Bakterien und werden vor allem bei deren
Zerfall an das umgebende Milieu freigesetzt (9).

Aufgrund der Ahnlichkeit der Endotoxindmie und der
gramnegativen Septikdmie versuchte 1970 Levin (10)
erstmals, Endotoxin mit Hilfe des Limulus-Amoebozyten-
Lysat-Testes in menschlichem Plasma zu bestimmen.
Dieser Nachweis beruht auf einer proteolytischen Gelie-
rungsreaktion, die ablauft, wenn ein primar Isliches Lysat
der Blutkérperchen des Pfeilschwanzkrebses in Anwe-
senheit von Calciumionen mit Endotoxin in Beriihrung
kommt.

Die klinische Wertigkeit dieses Testes ist trotz zahlreicher
Untersuchungen nach wie vor umstritten (4, 6, 14). Ein
Grund hierfur ist die Unmaglichkeit, Serum der Plasma
direkt in den LAL-Test einzusetzen. Die Gelierungsreak-
tion wird durch Plasmaproteine sowie Gallensduren oder
verschiedene Medikamente inhibiert oder auch verstarkt
(8). Um solche Substanzen auszuschalten, wurden ver-
schiedene Extraktionsverfahren entwickelt. Beger et al.
(2) konnten jedoch zeigen, daR diese Verfahren entweder
zu einem erheblichen Verlust der urspriinglich vorhande-
nen Endotoxinmenge fithren oder aber inhibitorisch oder
verstarkend wirkende Substanzen unvollstandig eliminie-
ren. Die vorliegenden Untersuchungen ergeben eine wei-

tere Erklarungsmaglichkeit fir unterschiedliche Ergeb-
nisse klinischer Studien. Nach Reinigung des Endotoxins
aus Serum oder Plasma weisen verschiedene Limulus-
Tests unterschiedliche Endotoxinmengen nach.’

Material und Methoden

RoutinemaRig wird der Pyrogent-Test der Firma Byk-
Mallinckrodt, Dietzenbach, BRD, verwendet. Der Li-
mulus-Amoebozyten-Lysat-Test der Firma Pyroquant
Diagnostica, Walldorf, BRD, wird verglichen. Endotoxin-
Standards zur Erstellung der Eichgeraden sind zusammen
mit den Lysaten erhéltlich. Beide Tests werden nach Vor-
schrift zur Verwendung in pyrogenfreiem Wasser aufge-
nommen. Zu 0,02 ml des jeweiligen Lysates werden
0,02 mi der zu untersuchenden Probe pipettiert. Ein Test
wird als positiv bewertet, wenn sich nach einer Inkuba-
tionsdauer von 1 Std. bei 37°C ein triibes Gel gebildet hat,
das nach Kippen um 180° am Boden des Testrohrchens
haften bleibt. Zur Quantifizierung der zu messenden En-
dotoxinmenge werden in Zehnerschritten Verdinnungs-
reihen unter Verwendung von pyrogenfreiem Wasser
durchgefiihrt.

Serumproben von 12 gesunden Probanden und 8 Patien-
ten, die an einer diffusen eitrigen Peritonitis erkrankt wa-
ren, wurden fir vier bis acht Wochen bei —20°C gelagert.
In diesem Zeitraum kommt es nicht zu einer Anderung der
urspriinglich vorhandenen Endotoxinspiegel.

Zum Einsatz in den’ LAL-Test werden die Serumproben
durch eine modifizierte Phenol-Wasser-Extraktionsme-
thode nach Westphal (16) behandelt. Hierzu werden
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0.5 ml Serum iiber eine Ultrafiltration, AusschluBmoleku-
largewicht ca. 10000, auf 0,05 ml eingeengt. Nach Auf-
fallen auf ca. 0,5 ml mit pyrogenfreiem Wasser werden
2 ml eines 69°C warmen Phenol-Wasser-Gemisches (45
Teile Phenol, 55 Teile Wasser) zugegeben und 10 min bei
69°C inkubiert. Bei dieser Temperatur lisgt das Gemisch
monophasisch vor. Nach Abkihlen und Zentrifugation
bei 2000 xg trennen sich die Phasen, und die aufschwim-
mende endotoxinhaltige Wasserphase wird abgehoben.
Das abgehobene Volumen wird mit pyrogenfreiem Wasser
wieder aufgefillt und der Extraktionsvorgang wiederholt.
Die gesammelten Uberstinde werden auf 0,1 bis 0,2 ml
eingeengt und die darin enthaltenen Phenolreste durch
Ausschitteln mit Ather entfernt. Die jetzt erhaltenen Was-
serphasen werden lyophilisiert und zum Einsatz in den
Limulus-Amoebozyten-Lysat-Test wieder in 500 pul H,0O
aufgenommen.

Ergebnisse und Diskussion

Tab.1 zeigt die Empfindlichkeit der Tests gegentiber den
mit dem Test mitgelieferten Standard-Endotoxin-Prépa-
rationen. In waBriger Losung ist die Nachweisgrenze bei-
der Tests gegeniiber dem Pyrogent-Standard identisch
und entspricht fir den Pyrogent-Test den Angaben im
Manual. Die Nachweisgrenze gegeniiber dem Novopyre-
xal-Standard liegt bei beiden Tests bei 0,1 ng/ml. Im Ma-
nual des Pyroquant-Testes wird dagegen eine untere
Nachweisgrenze von 0,012 ng/ml angegeben. Als Erkla-
rung kann ein fehlerhaftes Lysat oder ein fehlerhafter
Standard angefiihrt werden. Da die Ergebnisse jedoch
auch bei Verwendung anderer Chargen identisch bleiben,
ist dieser Befund nicht weiter zu kléren.

Tab.2 zeigt die Endotoxinspiegel gesunder Probanden
nach Bestimmung mit beiden Tests. Der Pyroquant-Test
weist Endotoxinkonzentrationen von 1 und 10 ng/ml
nach. Solche Konzentrationen finden sich allenfalls bei
Patienten mit schweren septischen Erkrankungen. Auch
bei Patientenseren weist der Pyroquant-Test zu hohe
Spiegel nach (Tab. 3).

Die Richtigkeit der Ergebnisse des Pyrogent-Testes nach
Phenol-Wasserextraktion wurde mehrfach uberpriift. Re-
covery-Untersuchungen mit radioaktiv markierten. und
nichtmarkierten Endotoxin-Praparationen ergaben eine

Tab. 1: Empfindlichkeit der Lysate in wéBriger Losung gegeniiber
den Endotoxin-Standardpréparationen

Pyrogent- Novo-Pyrexal
standard
Pyrogent-Test 0,025 ng/ml 0,1 ng/ml
Pyroquant-Test 0,025 ng/ml 0,1 ng/ml_

Tab.2: Endotoxinserumspiegel 12 gesunder Probanden nach
Phenolwasserextraktion in ng/ml

Probanden 1 2 34 56 7 89 101112
Pyrogent-Test 0 0 00 00 0 OO O O O
Pyroquant-Test 10 10 10 1 10 1 10 10 1 1. 1 1

Tab. 3: Endotoxmserumsplege/ von 8 Patienten nach Phenol-
wasserextraktion in ng/ml

Patienten 1 2
Pyrogent-Test 0 0
Pyroquant-Test 10 1

3 4 5 6 7 8
0 0 0 10 10 10
1 4 10 >100>100 >100
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Wiederfindungsrate von 100%. Eine Inhibition oder Ver-
stirkung des Testes war nicht nachzuweisen. AuBerdem
ist es bedeutungslos, ob Serum oder Plasma verwendet
wird. Demgegeniber ergibt der Pyroquant-Test unzuver-

~ lassige Ergebnisse. Die gemessenen Endotoxinspiegel

liegen viel zu hoch. Der Pyroquant-Test wurde als Einzel-
beispiel gewahlt, da zahlreiche Arbeitsgruppen auf ihn
zuriickgreifen (3, 5, 15). Ein solcher Test ist fir die Endo-
toxinbestimmung im Blut unbrauchbar, er fihrt sogar zu
Fehlinterpretationen verschiedener Krankheitsbilder. So
wiesen Fink et al. bei Patienten im hamorrhagischen
Schock Endotoxin im Blut nach (5). Ahnliche Ergebnisse
wurden auch bei Tierexperimenten erzielt (12, 13). Als
Ursache fir die Endotoxindmie wurde eine vermehrte
Durchlassigkeit der Darmwand durch eine ischdmische
Schidigung angefiihrt. Eigene Untersuchungen an Pa-
tienten im hamorrhagischen Schock ergaben keine nach-
weisbaren Endotoxinspiegel. Auch bei Lebererkrankun-
gen wird Endotoxin als pathogenetischer Faktor diskutiert
(8, 11). Auch diese Ergebnisse sind durchaus mit Vorsicht
zu interpretieren, da einmal lysat-bedingte Fehlbestim-
mungen nicht auszuschliefen sind, zum anderen im Plas-
ma vorhandene Storfaktoren des Testes ungeniigend eli-
miniert wurden. Sollen klinische Studien zur Endotoxin-
amie AufschluR Uber die Pathogenese verschiedener
Krankheitsbilder geben, miissen verschiedene Vorausset-
zungen erfiillt sein. Einmal muf eine Inhibition oder Ver-
starkung des Limulus-Amoebozyten-Lysat-Testes durch
die eingesetzte Probe ausgeschlossen werden, zum ande-
ren mul die Richtigkeit der durch das jeweilige Lysat
gelieferten Ergebnisse Uberpriift werden.
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