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I. INTRODUCCION
1. Pirdgenos, aspectos generales

Segun Personeus (1973), el término pirdégenc fue aplicado por
primera vez por Burdon-Sanderson en 1876 a un extracto de carne
patrida, productor de fiebre. En los comienzos del siglo XX, al
aumentar la administracidn intravenosa, se observélun aumento

de las reacciones febriles severas.

Los términos "fiebre proteinica", "fiebre del suero", "fiebre
del salvarsan" y "fiebre del agua del mar" se asociaron
frecuentemente con los primeros inyectables. Los trabajos de
Hort y Penfold en 1912 iniciaron los conocimientos reales de la

fiebre por inyeccidn, y la utilizacién de los conejos para su




estudio. Los estudios experimentales de Jona en 1916, Muller
en 1911, Schmidt en 1920 y Rhymer en 1919 demostraron que sblo
las soluciones estériles y libres de endotoxina no eran

pirogénicas, no daban reacciones febriles (Personeus, 1973).

Sin embargo fué Seibert (1923, 1925) guien demostrd que la
fiebre por inyeccidn tenia una etiologia atribuible a productos
bacterianos termoestables. Rademaker en 1930 confirmé el
trabajo de Seibert y publicd un elaborado conjunto de

instrucciones para preparar soluciones libres de pirdgenos.

Co Tui y Schrift en 1942 demostraron la diferente capacidad de
los microorganismos para producir pirdgenos; y Probey y Pittman
(1945) aislaron microorganismos de sangre y demostraron su
capacidad pirogénica. El mecanismb de la accidn pirogénica, la

produccidn de fiebre, no se conoce con seguridad.

La farmacopea americana (USP XII) introdujo en -1942, por
primera vez, un método de control de pirbégenos de soluciones
inyectables en conejo (Welch et al, 1943). El Code of Federal
Regulations (CFR), en septiembre de 1945 dié las primeras
normas de control de pirdgenos y el método de analisis para la
certificacién de 1la penicilina. La farmacopea briténica en
1948 introdujo el control de pirbgenos en preparaciones

parenterales (Weiss, 1977).




En 1970 produjo un gran impacto el método de deteccidn de
pirbgenos en preparaciones parenterales mediante el lisado de
amebocitos de Limulus. Ofrecia ventajas de sencillez y

sensibilidad (Cooper, 1977).

Loeb en 1902 y Alsberg y Clark en 1908, estudiaron un animal de
las costas noratlanticas 1llamado "cangrejo de las Molucas" o
"cangrejo en herradura". Es un ardcnido primitivo, con aspecto

de crusticeo denominado Limulus polyphemus. Observaron que en

condiciones precarias puede sufrir un proceso de infeccibn
microbiana, que si se generaliza produce una coagulaciébn
similar a la coagulacidén sanguinea. Este proceso se atribuye a
los amebocitos, células del 1liquido circulante, capaces de
sufrir aglutinacién, agregaciébn, degranulacién y lisis

(Lagodsky, 1979).

Hasta cincuenta afios después no se realizan otros estudios. En
1956 Levin y Bang utilizaron el 1lisado de amebocitos de
Limulus (LAL) y un extracto de endotoxina bacteriana; estos dos
extractos unidos "in vitro" forman un gel, de modo similar a
como se produce la coagulacién en el animal infectado (Graham,
1978). Cooper et al (1971) describen un método de andlisis de
gelificacién "in vitro". Daban como reaccidén positiva de la

presencia de pirbgenos, la aparicidn de gelificacién cuando se




afiadia al LAL el liquido problema (Lagodsky, 1979).

Actualmente se admite que dentro del grupo de las sustancias
productoras de fiebre, las mis importantes son las endotoxinas,
lipopolisacidridos procedentes de la pared externa de las
bacterias Gram-negativas. Menor importancia tienen las
exotoxiﬁas que provienen de bacterias Gram-positivas y son

‘excretadas al medio (Dony, 1979).
a. Membrana externa de las bacterias Gram-negativas

En la figura 1 se representan de forma esquemdtica las
cubiertas de las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas

(Lugtenberg y Van Alphen, 1983).

La membrana externa de las Gram-negativas tiene un espesor
aproximado de 8 nm (Ingraham et al, 1983) y sus componentes
principales son: lipopolisacaridos (LPS), proteinas y
fosfolipidos. También tiene el llamado antigeno comin de

Enterobacteridceas (ECA).

Lugtenberg y Van Alphen (1983) describen con detalle la
situacién actual de la investigacién de los componentes de
la membrana externa, su aislamiento y organizacidn molecular
de la membrana. Aqui interesa una visidén general con algan

detalle de los lipopolisaciridos a los que se atribuye la
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Fig 1. Comparacidén de la estructura de las cubiertas de

de las bacterias gram-positivas y gram—negativas (Ingraham

et al, 1983).
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actividad pirogénica.

Existen todavia numerosos problemas por dilucidar en el
esclarecimiento de la configuracién, situacidén, funciones etc.,
de cada componente en las diferentes bacterias Gram—negativas y

sus mutantes.

- Lipopolisacaridos.

La configuracién del LPS de Salmonella typhimurium se

representa en la figura 2. Consta de una parte hidrofoba,
llamada lipido A y una parte hidrofilica. La parte
hidrofilica es de naturaleza lipopolisacaridica y consta
de un nGcleo unido al 1lipido A y una cadena externa o
antigeno "0". Los LPS de las Enterobacteridceas contienen
como aziicares especificos Aacido 3-deoxi-D-manooctolugbnico

(KDO) y L-glicero-D-manoheptosa (Galanos et al,1977).

Las colonias de los mutantes sin antigeno "O" tienen
aspecto rugoso (R), mientras que las cepas salvajes
aspecto liso (S). Hay una gran variedad de LPS con
modificaciones de la parte nuclear e incluso sin KDO.
También varia el numero de unidades (desde ninguno a mas
de 40) de 3 a 6 azucares que forman el antigeno "O"

(Goldman y Leive, 1980). Esta propiedad se utiliza en la
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Fig 2. Representacidn esquemética de los varios LPS producidos

por las cepas lisas (S) de Salmonella typhimurium Yy por varios
mutantes rugosos (R} (Lugtenberg y Van AlPhen, 1983). Man, mano-
‘sa; Ram, ramnosa; Gal, galactosa; Abe,-abecuoéa; Glc, glucosa;
Hep, L-glicero-D-manoheptosa; KDO, acido 2-ceto-3-deoxioctolusd-
nico; GlcN, glucosamina; Glc NAc, N*abetil—D—gluéosamina; EA,

etanolamina.
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identificacién de serotipos y otras técnicas serolbgicas.
El EDTA puede extraer aproximadamente la mitad del LPS.
Los cationes divalentes, calcio y magnesio tienen gran

afinidad para el LPS (Leive, 1975).

Métodos de aislamiento

El método clésico para el aislamiento de los LPS es el de
fenol-agua (Westphal et al, 1952, Westphal y Jann, 1965):
tratamiento de las bacterias secas con fenol al 45 %
durante 5 minutos a 68° . Este método con pequeinas
modificaciones da mejores resultados y se obtienen los LPS
con mayor grado de pureza. Hay otros métodos como la
separacién con EDTA o butanol acuoso, pero proporcionan

preparaciones fuertemente contaminadas con proteinas.

Debido a su naturaleza ambifilica, el LPS puede presentar
diferentes estados de - agregacién segin su contaminacidn
con proteinas. Estos distintos estados de agregacidn son
distinguibles por microscopia electrénica, apareciendo el
LPS como tubulos, laminas o esferas (Lugtenberg y Van

Alphen, 1983).

Su localizacién en la superficie celular explica que

puedan ser liberados en ciertas condiciones al medio sin
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que haya necesariamente lisis de la célula bacteriana. La mayor
parte de los resultados experimentales indican que la
estructura responsable de las actividades biolbégicas de los LPS
es el 1lipido A. El estado fisico de los agregados moleculares
de subunidades LPS, juega un papel determinante que condiciona

la intensidad de las respuestas bioldgicas (Dony,1979).

El 1lipido A puede ser obtenido por hidrblisis &cida suave del
LPS. La figura 3 da un eséuema de la estructura general del
lipido A. Se ha identificado como un disacarido difosfato
ﬁ—(l{—G)—D—glucosamina en estudios en bacterias Gram-negativas,
variando los radicales Rl a R6 para las diferentes bacterias.
Estos radicales son conocidos en parte para las siguientes:

Escherichia coli K-12, Vibrio cholerae, Yersinia

enterocolitica, Proteus mirabilis, Salmonella minnesota,

Chromobacterium violaceum, Rhodospirilum tenue, Fusobacterium

nucleatum, Acinetobacter calcoaceticus y Xanthomonas sinensis

{Rietschel et al, 1984). Para dilucidar exactamente la
estructura de 1lipidos A no enterobacterianos, se requieren
estudios posteriores.

El EDTA puede extraer aproximadamente la mitad del LPS.

Los cationes divalentes, calcio y magnesio tienen gran
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afinidad para el LPS (Leive, 1976).
Otros componentes de la membrana externa

Proteinas. A diferencia de la membrana citoplasmatica, la
membrana externa contiene tan sélo un reducido nfimero de
especies diferentes de proteinas (Laemmli, 1970; Neville,
1971; Uemura y Mizushima, 1975; Pugsley y Schnaitman,
1978). En condiciones normales de cultivo 3 o 4 proteinas
representan el 90% de su contenido proteico total y son
conocidas como proteinas principales de membrana externa.
En E. coli son: las péricas o proteinas matriciales
(figura 4, PP), la proteina OmpA (outer membrane protein)
de funcién no bien determinada (figura 4, A) y la
lipoproteiné de Braun, numéricamente la mas abundante en
toda la bacteria, y que por estar constantemente unida al
peptidoglicano (figura 4, PG) contribuye a mantener la

integridad estructural de la membrana externa.

Entre las dos membranas se encuentra un espacio llamado
periplésmico. En é1 se encuentran libres diversas

proteinas de captacién de sustrato (BP).
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Fig 4. Organizacién molecular de la membrana de Enterobacterilceas.

CM (membrana citoplasmidtica), PPS (espacio periplasmico o

periplasmic space), BP (proteinas de captacidén de sustrato),

CP (proteina de transporte o carrier protein), (Mannel y Mayer,

1978). Ver texto.
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b. Pirbdgenos y toxinas bacterianas.

La “"fiebre por inyeccién" se explicd porque los inyectables
estaban contaminados con bacterias Gram-negativas, que
contenian lipopolisacdrido bacteriano (Atkins y Bodel,

1979).

El LPS resiste al autoclavado, los disolventes organicos,
los A4cidos, el etanol y los liquidos esterilizantes (Elin y
Wolff, 1973), pero hay muchas sustancias que no lo contienen
y que producen fiebre en humanos y animales de
experimentacién. Estas sustancias Jjunto con los LPS son

consideradas pirbdgenos exdgenos.

- Pirbgenos exdgenos

Son agentes pirogénicos procedentes del exterior del
huesped. Hoy se ha establecido con claridad que el
pirdgeno exbégeno produce fiebre por su capacidad para
inducir la sintesis y liberacién de pirbgeno endbgeno (PE)
de las células fagociticas del huesped (Dinarello y Wolff,
1978). Una definicidén mis precisa por tanto para pirdgeno
exbgeno serd: una sustancia que induce la produccién de
pirdgeno endobgeno. En la tabla 1 se resumen los
principales pirbgenos exdgenos que inducen la sintesis

de pirbdgeno enddbdgeno.
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Tabla 1. Pirdgenos exdgenos que inducen la produccién de pirbgeno
endbégeno (Dinarello y Wolff, 1982)

Pirdgeno
exdgeno

Virus

Bacterias
Gram—pos.

Bacterias
Gram neg.

Micobacterias

Hongos

Sustancia
pirogénica

Virus completo

Mecanismo induccidn
pirbgeno endbgeno

Infeccién celular

Hemaglutinina Funcién hemaglutinante
Bacteria

completa Fagocitosis
Peptidoglicanos Toxicidad ?

Acidos teicoicos Antigénico? Toxicidad?
Exotoxinas Toxicidad
Enterotoxinas Toxicidad

Proteinas Antigénico

Toxinas

Eritrogénicas Toxicidad

Bacteria completa Fagocitosis
Peptidoglicano Toxicidad?

LPS Toxicidad y Antigénico
Lipido A Toxicidad

Bacteria completa Fagocitosis
Peptidoglicanos " Toxicidad?
Polisacirido(OT) Antigénico

Proteinas (OT y PPD) Antigénico

Organismo completo Fagocitosis
Polisacarido capsular Toxicidad

Proteinas Antigénico

OT, old tuberculin (tuberculina antigua); PPD, purified protein
derivative (derivado proteico purificado).
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Tabla 1 (Continuacién)

Pirégeﬁo Sustancia ’ " Mecanismo induccién
exbgeno ‘ pirogénica pirbégeno enddgeno
Antigenos SAB ' ' ' Mediada por anticuerpos
no microbianos SAH ) ' o

BCG ' . Mediada por células

Ovoalbumina . " -

Penicilina .Mediada por anticuerpos
Esteroides Etiocolanolona _ ?
pirogénicos 5-A-Androstano~3-%-ol-17-ona ?

?

5-/-Pregnano-3-%-0l-20-ona
Acido litocdlico

"

Pélinucleétidos Po;i I: Poli C Doble cadena RNA
Antineoplésicos Bleoﬁicina Rotura DNA ?
Alcaloides de  Colchicina : Impiden la formacidn
plantas Vinblastina _ del microtubulo
Adyuvantes MDP Toxicidad?

SAB, bovin serum albumin (seroalbimina bovina); SAH, human Serum
albumin (seroalbumina humana); BCG, bacilo de Calmette Guerin;
poli I : poli C: &cido poliinosinico - policitidilico; MDP,
muramildipéptido.
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Virus. Varios virus Coxsackie y Echo asi como diferentes

vacunas virales producen fiebre (Linnemann et al, 1974;
Buynak et al, 1969). Para producir fiebre el virus debe
tener tambien capacidad hemaglutinante (Kanoh y Kawasaki,

1966).

Bacterias Gram-positivas. Pueden producir fiebre por uno
de 1los tres mecanismos siguientes: Fagocitosis de los
organismos intactos por los leucocitos, lo cual induce la
sintesis de PE, al igual que las particulas microbianas la
inducen por si mismas (Atkins y Freedman, 1963).
Produccién y liberacién de exotoxinas solubles que en el
caso de los estafilococos se han aislado dos polipéptidos
pirogénicos en conejo en dosis de 1-10 mcg/kg; en el caso
de los estreptococos grupo A la toxina eritrogénica con
cuatro tipos antigenicamente diferentes que producen
fiebre por liberacién de PE (Dinarello y Wolff, 1982).
Respuestas tbéxicas o inmunolbgicas del huesped a
componentes pirogénicos de la pared celular como los
peptidoglicanos, que al igual que 1los LPS de los
Gram-negativos producen fiebre, desencadenan la reaccidn
de Schwartzman, inducen resistencia no especifica a la

infeccidén vy colapso cardiovascular a dosis altas; pero
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existe especifidad inmunoldbgica para los distintos
peptidoglicanos en la reaccion febril, mientras que la
pirogenicidad del LIPS bacteriano es generalmente no

especifica (Rotta, 1975).

Otros componentes de la pared celular de las bacterias
Gram-positivas gque también producen fiebre son los Acidos
teicoicos (Atkins vy Morse, 1967), proteinas y
polisaciridos que forman complejos con anticuerpos

especificos (Bodel y Atkins,1965).

Bacterias Gram—negativas. Los LPS son pirbgenos muy
potentes; la fiebre que produce el LPS estd mediada por el
PE. El mecanismo por el cual los LPS activan los
leucocitos fagociticos para producir PE no esta
dilucidado. Se admite que la propiedad pirogénica del LPS
reside en la fraccidén 1lipido A. Se han realizado
diferentes estudios para la identificacién de puntos
activos mas especificos dentro del lipido A (Dinarello y

Wolff, 1982).

Micobacterias. E1 PE en la tuberculosis puede producirse
por la interaccidn entre el microorganismo y las células
fagociticas gque parasita, el granuloma reactivo o la

reaccidén sistémica a los productos de la micobacteria.
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pPara estudiar el mecanismo de produccidén de PE se han
inyectado i.v. a conejos y cobayas infectados con BCG,

preparaciones de OT que es un filtrado de Mycobacterium

tuberculosis autoclavado y que contiene componentes de la
pared celular, polisacdridos y proteinas, vy de PPD
(purified protein derivative) que contiene sobre todo
proteinas. La capacidad de OT y PPD para producir fiebre
se ha relacionado con el estado de hipersensibilidad gdel
huesped (Hall y Atkins, 1959). Parece que los anticuerpos
a la tuberculina pueden sensibilizar el granulocito, el
cual a su vez libera PE cuando es activado por OT (Atkins

y Heiijn, 1965).

Hongos. Las infecciones sistémicas micdticas causan fiebre
aunque las infecciones por hongos localizadas no la
producen. Ejemplos del primer caso son las infecciones

pulmonares por Coccidioides inmitis y Cryptococcus. La

fiebre puede estar producida por las células o por los

productos fingicos. (Salvin et al, 1965).

No se produce tolerancia con inyecciones repetidas de
celulas flingicas sino gque aumenta la respuesta febril
(Braude et al, 1960). Sin embargo los productos fingicos

si producen tolerancia tras repetidas inyecciones. Para
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Cryptococcus se han aislado dos fracciones pirogénicas: un
.polisacdrido capsular, pirogénico en conejo por estimulo de los
fagocitos y una fraccidén proteica que produce fiebre por
mecanismo antigénico, pues sb6lo la produce en conejos
previamente sensibilizados -a productos de los criptococos

(Haley et al, 1966).

Antigenos no microbianos. Se han diferenciado dos fendmenos: la
fiebre mediada por anticuerpos en la cual es necesario que esté
presente un antic;erpo especifico para la pirogeniéidad del
antigeno y que se ha demostrado en estudios sobre la
pirogenicidad de la seroalbumina bovina (SAB) (Farr, 1959), la
seroalblimina huﬁana (SAH) (Mott y Wolff, 1966) y la penicilina
(Chusid vy Atkins, 1972); y un segundo tipo de fiebre mediada
por celulas sensibilizadas mostrada en estudios con ovalbumina

(Atkins y Francis, 197§).

Esteroides pirogénicos. La etiocolanolona es un esteroide
pirogénico en humanos pero no en conejos, que produce fiebre,
escalofrios, mialgias y dolor en el lugar de la inyeccién con
un periodo de latencia de 8 a 12 horas (Wolff et al, 1967). La
incubacién de etiocolanolona con leucocitos produjo liberacién

de EP (Bodel y Dillard, 1968).
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Polinucledétidos. E1 Acido poliinosinico — policitidilico (poli
I: poli C) que es un RNA sintético es un potente pirbgeno en
animales y humanos y si se inactiva por ribonucleasa pierde su

capacidad pirogénica (Nordlund et al, 1970).

Colchicina y Vinblastina. Aunque no producen fiebre en animales
y conejos, induce la formacién de PE por 1los fagocitos
sanguineos "in vitro". Su mecanismo se sugiere que podria ser
la inhibicién de la formacién de los microtibulos celulares

(Bodel, 1976).

Bleomicina. Produce reacciones febriles agudas después de 1la

inyeccién i.v. y es pirogénica en conejos (Rudders, 1972).

Adyuvantes. Se ha identificado una subunidad de peptidoglicano

de Mycobacterium smegmatis y se ha sintetizado, correspondiendo

al compuesto N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamina (MDP) y
tiene todas las propiedades inmunoldgicas del adjuvante de la
micobacterié. El MDP induce la sintesis de PE en fagocitos. La
estructura minima esencial para pirogenicidad parece ser el
dipéptido L-alanil-D-isoglutamina y la molécula completa es un
pirégeno mAs potente (Dinarello y Wolff, 1978; Masek et al,

1978).
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- Importancia farmaceitica.

Es bien conocida la importancia gque se ha dado a los
pirdgenos en inyectables IV. Las bacterias vivas son mas
pirogénicas que las que han sido destruidas por el calor.
Pero el proceso de destruccidén por calor produce una mas
pronta liberacidn de sustancias pirogénicas. El
crecimiento bacteriano en una solucidén inyectable la hace
marcadamente pirogénica. Esto se debe a un aumento de
productos metabdlicos y a otros factores  (Personeus,

1973).

Pearson et al (1982) compararon la pirogenicidad de
endotoxinas de referencia con endotoxinas de gérmenes
aislados en las plantas de fabricacién; concluian que
estas 1(ltimas eran menos potentes tanto en conejos como
para gelificar el LAL. Por tanto las preparaciones de
endotoxihas muy purificadas deberan ser utilizadas como

estandar, pero no absoluto.
- Pirbgenos enddgenos.

Son proteinas producidas por los leucocitos y llamadas o
bien pirdgeno leucocitico (LP) o pirdgeno endbgeno (PE).

Estos términos incluyen multiples péptidos endbgenos del
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sistema reticuloendotelial de origen celular gue

participan en la aparicién de fiebre (Gander, 1982).

La comprensién del papel del PE en la fiebre ha sido lenta
a causa de 1la dificultad de su andlisis. Los primeros
métodos se derivaban del ensayo en conejos pero era
dificil medir la respuesta a una dosis dada de PE, pues
variaba en distintos grupos de conejos. También es
problemdtica la contaminacién del PE con LPS que puede
enmascarar las respuestas (Atkins y Bodel, 1974).
Actualmente se ha desarrollado un método de
radioinmunovaloracién para el PE que parecé hari més
sencilla la comprensién del mecanismo de produccidn de

fiebre (Dinarello et al, 1977).

Atkins y Bodel en 1974 y Hahn et al en 1967 observaron que
el pirdgeno endbégeno se producia por los fagocitos que
tienen receptores para inmunoglobulinas y complemento,
exudados peritoneales y macrdéfagos del pulmén. Actualmente
se admite que el PE se produce por una activacién debida a
la endotoxina, bacteria o fagocitosis de particulas
inertes y sintesis de RNA y proteinas en los leucocitos
(Dinarello, 1980). Parece que 1los PE del hombre o del

conejo contienen dos moléculas pirogénicas. Una de estas
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es una proteina de 15.000 dalton la cual predomina en las
células del exudado peritoneal del conejo y la otra es una
proteina de 45.000 dalton aislada de los monocitos humanos

(Bodel, 1970).

Murphy et al (1981) identificaron pirdgenos endbgenos en
conejos: uno de ellos es una proteina con un punto
isoeléctrico (pI) de 7.3 y el otro era un conjunto de
proteinas con valores de pI de 4.5 a 5. El pirdgeno de pI
v7.3 contenia un grupo -SH ﬁue era esencial para su
actividad bioldgica. Ambos pirbgenos daban resultados

negativos en el anadlisis LAL.

A pesar de mis de tres décadas de estudio los mediadores
endbdgenos no han sido identificados con precisidén ya que
la necesidad de obtener mediadores "in vitro" de células

fagociticas vivas, estd Llimitada por la baja produccién

(Beisel, 1983).

Flynn et al (1982) identificaron fagocitos mononucleares
en placentas humanas como fuente de produccidén de
mediadores y quizis las bajas producciones actuales puedan

ser superadas.
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- Efectos de los pirdgenos endbgenos

En estados febriles se produce un aumento de la
proteolisis que es desencadenado por el PE al estimular la
produccidén de prostaglandinas. Estas observaciones se han
realizado incubando miisculos de rata con PE y midiendo el
grado de proteolisis por las concentraciones de
aminodcidos libres en el medio (Baracos et al, 1983;

Clowes et al, 1983).

La liberacién del mediador activa un mecanismo para
generar los aminodcidos libres necesarios para las
defensas del huesped. En casos de traumatismo severo,
infeccidén o inflamacién, el aumento de la proteolisis
muscular es de valor para la supervivencia (Powanda y

Beisel, 1982).

Beisel (1983) indica otras acciones de los mediadores
endbgenos demostradas en cultivos celulares o
preparaciones tisulares: liberacién de neutrdéfilos por la
médula osea, toma hepdtica de hierro, cinc y aminoacidos,
sintesis hepadtica de enzimas intracelulares y proteinas
quelantes de metales y estimulacién de fagocitos vy
linfocitos.

Hoffman-Coetz et al (1981) estudiaron la capacidad del PE,
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obtenido de pacientes malnutridos con marasmo (deprivacidn
caldrica) o kwashiokor (malnutricidén proteica) de inducir
fiebre en conejos. El PE se obtuvo de leucocitos de
sangre periférica de estos pacientes estimulados “in
vitro". El1 PE obtenido de los pacientes con malnutricidn
proteica produjo menos fiebre en los conejos, que el
obtenido de 1los pacientes una vez tratados con nutricién
parenteral total y que el obtenido de personas sanas.
Sugerian que la sintesis de PE por los leucocitos puede
ser inhibida por circunstancias gque interfieran con 1la
gintesis de RNA y proteinas. Estos resultados pueden
corroborar impresiones clinicas anecdb6ticas anteriores,
que sugerian que la sepsis por Gram-negativos puede cursar
de forma afebril en nifios malnutridos, comparado con la
misma infeccidén en nifios nutridos normalmente (Scrimshaw

et al, 1968; Brenton et al, 1967).
c. Actividad biolbégica de las endotoxinas

— Actividades generales
Las actividades biolégicas de 1los LPS se recogen en la
tabla 2; dependen de las propiedades fisicas y quimicas de
la preparacién de LPS y del método experimental utilizado.

La mayoria han sido descritas para unos pocos tipos bien
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Tabla 2: Actividades biolégicas del LPS de enterobacterias
(Moreno, 1980; Colucci et al, 1985; Clowes et al, 1983;
Karanicolas, 1977)

THxicas:

actividad estructura
biolébgica "responsable referencias
Aborto ? Rieder y Thomas (1960)
Adipsia, -afagia, diarrea ? Marshall (1964)
Agregacidn plaquetaria iipido A Cohen y Gardner (1966)
Necrosis médula Osea lipido A Galanos et al (1972)
Citotbxica macrdfagos ? Kessel y Braun (1965)
Disminucién peso timo ? Baroni et al (1976)
Hipoferremia ? Kampschmidt y Upchurch (1962)
Hipotensidn lipido A Ulevitch y Cochrane (1978)
Toxicidad letal lipido A Galanos et al (1972)
Leucopenia y leucocitosis lipido A Leong et al (1970)
Gelificacidén LAL ? Yin et al (1972)
Aumento pirogenicidad BCG lipido A Galanos et al (1972)
Efecto Schwartzman LPS completo Galanos et al (1979)
Kasai (1966)
Aumento toxicidad BCG iipido A Galanos (1975)
Peavy et al (1979)
Necrosis tumoral lipidc A Nigan (1975)
Meningitis aséptica ? Cooper y Harbert (1975)
Peritonitis aséptica ? Karanicolas et al (1977)
Pirogenicidad lipido A Luderitz et al (1973)
Inhibicidén fibrinolisis ? Colucci et al (1985)
No tbéxicas
a) inmunolégicas
Capacidad adyuvante lipido a Skidmore et al (1975)
Mitdgena linfocitos B lipido A Chiller et al (1973)
Unidén a membranas
celulares lipido A Kabir et al (1978)
Aumento fagocitosis ? Kabir et al (1978)
Antigeno especifico nicleo- Galanos et al (1971)
de grupo lipido A Johns et al (1977)
Sintesis IgG en ratas
recien nacidas lipido A Kolb et al (1974)
Activacidn policlonal
células B lipido A Anderson et al (1972)
Activacién macrbéfagos lipido A Alexander y Evans (1971)
Antigeno especifico
de especie cadena "O" Poe y Michael (1976)
Antigeno timo- polimero

independiente LPS Marshall (1964)
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Tabla 2. (continuacibn)

actividad estructura
bioldgica responsable
b) proteccibébn no especifica

.C)

d)

‘Liberacion vasoaminas
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referencias

Aumento resistencia lipido A

Proteccidn frente

a rayos X niicleo
Tolerancia a la
endotoxina lipido A

Aumento proteolisis ?

Galanos (1975)
Nowotny et al (1975)

Greisman y Hornick (1976)
Clowes et al (1983)

induccibén de sustancias biologicamente activas

Activacidn sistema
adenilciclasa

lipido A

Aumento reactividad lipido A

a epinefrina

Produccidén interferon ?
Factor activador de ?
leucocitos

Produccidn de kinina ?
Sintesis de

prostaglandinas lipido A
Liberacibén cortisol

endbgeno ?
Liberacib6n hidrolasas
lisosomales ?

"

accibén sobre proteinas séricas

Unibén a proteinas

séricas ?
Activacidén complemento

via clisica lipido
Activacidén complemento

via alternativa cadena
Activacidén factor

Hageman lipido
Activador del

plasmindgeno lipido

lloll

Kabir et al (1978)
Galanos (1975)

Youngner et al (1973)
Gery et al (1972)

Ward y Johnson (1975)
Dey et al (1974)
Baroni et al (1976)
Cline et al (1968)

Urbascheck y Nowotny (1968)
Kabir et al (1978)

Oroszlan et al (1966)
Cooper y Morrison (1978)
Morrison y Kline (1977)
Kabir et al (1978)

Galanos (1975)
Kabir et al (1978)
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conocidos de LPS (Salmonella y E. coli) y en un nimero

limitado de sistemas bioldgicos (ratones y conejos). Por
esta razén es dificil tener una perspectiva clara de todas
las actividades que esta molécula pﬁede producir (Moreno,
1980). A pesar de los muchos efectos bioldgicos que
producen las endofoxinas bacterianas, su papel en la
patogenia estd poco definido (Berry, 1975; Kass et al

1973: Shands, 1975).

Algunos de los efectos de las endotoxinas han sido
relacionados con los mediadores endbdgenos en el test
animal, tales como la activacién " del sistema de
complemento (Ward y Johnson, 1975) activacién»del sistema
de coagulacidén (Galanos, l975)]y liberacidén de PE de los

leucocitos (Atkins y Francis, 1973).

La mayor parte de las actividades bioldgicas producidas
por el LPS pueden estar relacionadas a una estructura
especifica de la molécula. Se ha observado que el
principio endotdxico mAs importante del LPS es el lipido.
A. Cuando se destruye el lipido A por hidrdélisis
“alcalina, la actividad endotdéxica del LPS ‘se pierde
(Nowotny et al; 1975); sin embargo cuando el lipido A se

aisla del LPS por hidrdlisis acida suave y se solubiliza




-34-

con una proteina tal como albimina sérica bovina (ASB), la
mayoria de sus acciones biolbgicas son comparables al LPS
completo. Solo wunas pocas acciones biolégicas se han asociado
al polisacadrido "O" o al niicleo. El estado de agregacidn de
los LPS modula algunas actividades biolbégicas (Galanos vy

Luderitz, 1976).

Los estudios sobre el LPS de bacterias diferentes de las
Enterobacteriiceas (Galanos et al, 1977), han demostrado gque
estas moléculas pueden variar no solo en estructura quimica y
fisica sino que también tienen diferentes propiedades

biolbgicas.

- Actividad pirogénica

La respuesta febril tipica en conejos al LPS comienza
15-30 minutos despues de la inyeccibén intravenosa. La
fiebre es bifidsica con dos picos de elevacidén de
temperatura, el primero se produce 90 minutos después y el
segundo a las 3 horas. Si se disminuye 1la dosis de
endotoxina puede producirse una fiebre monofasica (Wolff

et al, 1965).

En el hombre la respuesta al LPS es una fiebre monofésica;
es mAs sensible que el conejo (Greisman y Hornick, 1969;

Wolff et al, 1973). La fiebre en el hombre es proporcional
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a la dosis de LPS. Despues de una inyeccibén i.v. hay un
periodo de latencia de 90 a 120 minutos durante el cual se
puede sentir frio por la disminucidén del flujo periférico

(Buskirk et al, 1965).

El pico de aumento de temperatura se produce 3-4 horas
después de la inyeccién y la disminucidén se nota en 7
horas. También se produce un aumento del metabolismo, pues
por cada grado de aumento en la temperatura corporal,
aumenta el consumo de oxigeno en un 13% (Dinarello y

Wolff, 1982).

Desde hace anos se sabe que la fiebre producida por el
LPS, esta mediada por una sustancia circulante labil al
.calotr, el pirbgeno enddbgeno (PE) (Atkins Y Wood, 1955, a,
b) o pirbégeno leucocitico, gue es sintetizado por los
leucocitos fagociticos (Berheim et al, 1979). El sistema
reticuloendotelial (RES) retiene 1la mayor parte de LPS

después de la inyeccidn i.v.

La velocidad con la que el LPS deja la circulacidén y entra
en el higado varia del 50% en el primer minuto al 90%
después de 5 minutos (Rowley et al, 1956; Braude et al,
1955). Dinarello et al (1968) comprobaron due el LPS

activa 1las celulas Kﬁpffer del higado para producir PE.
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Critz (1981) indica que el PE actua sobre la regién
hipotaldmica del cerebro afectando las neuronas de la
regulacién de temperatura. EL control de la temperatura y
la iniciacién de la fiebre estan localizadas en el area
predptica del hipotdlamo anterior (Berheim et al, 1979).
Las microinyecciones de PE en este area producen fiebre,
mientras que las inyecciones hechas en el tejido
hipotaldmico contiguo tienen poco o ningin efecto sobre la

temperatura del organismo (Lipton y Kennedy, 1979).

Actualmente se admite que el PE actua en receptores
especificos, en el Area preoptica del hipotdlamo anterior,
donde se sintetiza nueva prostaglandina E2 (PGE2) que
produce hipertermia (Stitt, 1973). Este mecanismo se ha
confirmado por la observacién de que antipiréticos como el
ibuprofeno (inhibidor de la prostaglandin-sintetasa),
reduce los niveles de PGE2 en cortes de hipotdlamo
anterior vy corteza cerebral estimulado; por PE (Dinarello

y Berheim, 1981).
d. Pirogenicidad y gelificacién del LAL

El LAL es un analisis "in vitro" para LPS, al menos unas

diez veces mAs sensible que el anilisis de pirbgenos en
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conejos (Cooper et al, 1971).

Se han analizado con LAL productos de bacterias
Gram—positivas y, en general, son de cien a mil veces menos
potentes por unidad de peso que el LPS. Preparaciones de
peptidoglicano (PG) de diversas bacterias Gram-positivas,
extraidos con 4cido tricloroacético, han producido analisis
LAL positivos en concentraciones 1.000 a 40.000 wveces

mayores que el LPS (Wildfeuer et al, 1975).

También causan gelificacién del LAL, PG obtenidos por
hidrdlisis con muramidasas pero en concentraciones cien
veces mayores gque el LPS (Kotani et al, 1977). Las
exotoxinas A, B y C de los estreptococos producen LAL
positivos en concentraciones que producen fiebre. Si las
exotoxinas se calientan a 65 , 30 minutos se destruye la
pirogenicidad y la gelificacién del LAL, lo cual no ocurre
con los LPS que a esta temperatura conserva la pirogenicidad

y reactividad con LAL (Brunson y Watson, 1976).

El LAL se ha utilizado para analizar los productos
sintéticos analogos a los PG. El mds representativo de
estos es el muramildipéptido (MDP) que es el
N-acetil-L-alanil -D-isoglutamina. Se da buena correlacidn

entre la capacidad pirogénica y la reactividad con LAL del




MDP. La concentracién necesaria para producir gelificacién
es de 100 a 1000 veces mayor que las del LPS de referencia

de E. coli (Dinarello et al, 1978; Kotani et al, 1977).

Yin et al (1972) compararon la capacidad para gelificar el
LAL del 1lipido A preparado por hidrblisis &cida (acido

acético 1%) del LPS de Salmonella minnesota, mutante R595,

con la capacidad para gelificarlo de los polisacAridos y
concluian que es mayor la del lipido A. Tambien observaron
que los LPS y el lipido A tratados con dlcalis muestran una
marcada disminucién en su capacidad para inducir la
coagulacién y puede deberse a la liberacidén de los 4cidos

grasos.

La tabla 3 expone la sensibilidad de los andlisis LAL y
conejos a endotoxinas extraidas de Gram-negativos. Estos
datos muestran que el andlisis LAL es capaz de detectar
endotoxina de un amplio margen de gérmenes Gram-negativos y
que el LAL es mis sensible a la endotoxina que el analisis

sobre conejos.

Jorgensen y Smith (1974) sefialaban que el LAL no reacciona
con 11 especies de hongos y no puede detectar pirdgenos de

origen virico.
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Tabla 3. Niveles de endotoxina procedente de gérmenes Gram-—
negativos detectada por andlisis LAL y en conejos.

Bacteria Cepa Sensibilidad
LAL (+) Conejo (+)
ng/ml ref ng/kg ref
E. coli 0127:B8 2 (49) -5 (49)
0.03-0.3 (259) 1 (107)
0111:B4 10 (77) 50 (77)
0.4-0.5 (127)
055:B5 0.06-0.39 (188) 1 (188)
1 (128)
0.1-0.25 (127)
026:B6 - <1 (116)
Klebsiella K 67 5 (253) 5 (253)
pneumoniae > 20 (227) 0.5 (227)
Pseudomonas P13 1 (128) =
aeruginosa
Salmonella R595 0.5 (190)
minnesota =7
5x10 (277)
-8
5265 5x10 (277)
Salmonella TY58 1 (227) 0.5 (227)

typhi
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2. Métodos de analisis "in vivo"

Estos analisis se han realizado en ratas, ratones, pollos,
cobayas, conejos, gatos, perros y monos. Weger (1947) observd
que inyectando pirdgenos bacterianos a hombres, monos,
caballos, perros, gatos y conejos, se producia hipertermia. De
todos los animales es el conejo el mas utilizado como control
de rutina en el anadlisis de pirbégenos (Personeus, 1973). El

resto no son recomendables por dar respuesta irregular.
a. Valoracibén en diferentes modelos
- Epinefrina en conejos

Thomas en 1956 demostrd gque la epinefrina, administrada
por via intradérmica, aumenta la accién pirogénica. El
método consiste en administrar 100 s g de epinefrina o
norepinefrina en la piel abdominal del conejo,
inmediatamente antes de la inyeccién i.v. de la solucién
- pirogénica a analizar. El resultado se da como positivo si
aparece hemorragia en el lugar de la inyeccién de la
epinefrina. La sensibilidad del andlisis oscila entre
0.1-1 . g de endotoxina. Una desventaja de este método es

el niimero de animales gque debe ser empleado.
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- Embriones de pollo.

El ensayo se realiza en embriones de pollo de 10 dias, a

los que se administra por via i.v. 0.1 mbL de solucidn
problema; a continuacién se incuban durante 24 horas y se

registran como embriones vivos o muertos. El andlisis se
cuantificd y se relaciond con la capacidad pirogénica en
conejos (Milner y Finckelstein, 1966). Marcus y Nelson
(1977) indican que su sensibilidad es menor en un 10% que

la obtenida utilizando conejos.

Las desventajas de este andlisis son: la necesidad de un
incubador de humedad y temperatura controlada, Yy los
embriones de pollo de 10 dias. Ademds  se requiere
practica de inyeccién al embrién y son precisas
observaciones frecuentes, al menos en intervalos de 8

horas despues de la inyeccién.
- Ratones y ratas.

Pekarek y Beisel en 1971 observaron que el cinc plasmatico
disminuia en ratas después de 6 horas de la administracidn
de 0.01-100 ung de endotoxina. Esta respuesta parece estar

relacionada con la dosis, y la sensibilidad es suficiente.
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Boobis y Hartley (1981) propusieron este método como
andlisis de pirbdgenos utilizando ratones. Una dosis de
endotoxina de 50 pg puede producir una disminucién
detectable en la concentracién de cinc plasmitico.
Observaron una disminucién maxima del 60% después de 4

horas de la inyeccién de endotoxina de Salmonella abortus

equi, Shigella dysenteriae o Escherichia coli. Ademds la

relacidén entre la disminucién del cinc y el logaritmo de
la dosis de endotoxina era lineal, aunque la respuesta a

la endotoxina de S. dysenteriae era menor.

Tambien encontraron disminucién de cinc despues de
inyectar productos procedentes de bacterias Gram-positivas

(Staphylococcus albus); el test LAL cualitativo daba sin

embargo negativo.

Las ventajas indicadas para este método es que se pueden
analizar pirdégenos procedentes de bacterias Gram-positivas
N

y Gram-negativas, gque tiene sensibilidad similar al

andlisis LAL y mayor que el método en conejos.

Sveen et al (1977) estudiaron la letalidad para ratones y
embriones de pollo, la capacidad pirogénica en conejos y

la capacidad para gelificar el LAL de los LPS de los
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gérmenes anaerobios Bacteroides, Fusobacterium y
Veillonella. Utilizaron como endotoxina de referencia el

LPS de Salmonella enteritidis cepa §-795 extraido con

fenol-agua al 45%. El1 LPS de Bacteroides presentd baja
actividad por los cuatro métodos de anilisis. Todos los
LPS estudiados presentaron buena correlacién entre los

cuatro métodos, lo cual parecia indicar que tienen en
comGn un componente endotdxico capaz de iniciar todas las
actividades bioldgicas analizadas. La dosis de LPS de

Veillonella y Fusobacterium requerida para dar un andlisis

LAL positivo, fue 1/100 a 1/1000 de la requerida para dar

respuesta en conejos.
b. Valoracidn en conejos

El procedimiento de andlisis en conejos tal como aparece en
la USP XXI (1985) es bisicamente el mismo que aparecia en la
USP XII en 1942: inyeccidn i.v. de la solucidén a analizar y

el registro de las temperaturas rectales de los conejos.
- Variables en el analisis

Raza. La eleccién de la raza de los conejos es
fundamental para un andlisis en conejos con éxito. La

raza Dutch Belt muestra una gran resistencia a las
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enfermedades intestinales, es un conejo pequenio y no gana
peso rapidamente. Tiene las desventajas de poseer piel
pigmentada y orejas relativamente pequefias las cuales
hacen que la inyeccién intravenosa sea mas dificil,
presenta una incidencia anormalmente elevada de hipotermia
cuando se coloca bajo 1luz restringida con aparatos de
medida de temperatura eléctricos. Este fendmeno es mucho
menos notorio cuando se utilizan termbdmetros normales en

esta raza (Grant, 1950).

El conejo <chinchilla presenta piel pigmentada pero sus
grandes oreijas lo hacen ventajoso para inyecciones
intravenosas repetidas. Su mayor desventaja es que gana
peso rapidamente y por tanto es mis incémodo de manejar y

precisa mayores volimenes de muestra.

El conejo mAs ampliamente utilizado en analisis de
pirégenos es el de raza albina que incluye los conejos
blancos de Nueva Zelanda y Bélgica. Ambas razas se adaptan
de forma rapida al analisis. E1 blanco de Bélgica se
encuentra en Europa y Canadi. Tiene la ventaja de poseer
un cuerpo mAs pequefio y orejas mayores que el de Nueva
Zelanda. Este Gltimo, sin embargo, es el mas ampliamente

criado y wutilizado en Estados Unidos. Es facilmente
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manejable y entrenable para el analisis de pirdgenos. Es
propensc a las infecciones intestinales y respiratorias y
esto implica un correcto mantenimiento de los animales
para prevenir infecciones generalizadas en la colonia

(Personeus, 1973).

Peso. Las normativas de las farma&opeas (tabla 4) para
anilisis de pirdgenos, establecen un peso minimo de 1500
g. Personeus (1973) opinaba que parece mas adecuado un
peso de 1700 a 1800 g como minimo, pues generalmente
mantienen mejor la salud frente al cambio, que los

animales mis ligeros.

Sexo y edad. Lipton y Ticknor (1979) estudiaron la
influencia del sexo y la edad sobre las respuestas
febriles a la administracién i.v. de pirdgeno leucocitico
en el conejo: en el caso de los conejos machos, los de 2
afios desarrollaron fiebres proporcionales a la dosis de
pirbgeno, mientras gque los de 2-3 afios mostraron grandes
reacciones febriles no relacionadas con la dosis. Los
conejos hembra de 2 y 3 afios sufrieron pequefios
incrementos de temperatura y los de 3-5 afios solo

desarrollaron fiebre despues de dosis altas.

Nuimero de conejos. El nimero requerido para mantener un
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programa diario de analisis de pirdgenos se estima
teniendo en cuenta los siquientes puntos: Nimero de
muestras que se analizan a diario. Cuatro conejos por
muestra por dia para compensar los animales anulados
Utilizar un nimero de animales doble del factor calculado
en los dos primeros puntos, lo gque permite la

reutilizacidén de los conejos cada 48 horas.

Mantenimiento. Los stress ambientales, debidos a cambios
en su lugar de estancia, dieta o traslado, inducen
enfermedades que producen desgaste en los nuevos conejos
que se reciben. Una infeccidén puede comprometer a una
colonia completa si no se toman medidas de cuarentena y
vigilancia de rutina durante al menos una o dos semanas
después de recibir una expedicién. Si los animales no son
supervisados por un veterinario es esencial tener un
manual de instrucciones sobre cuidado y mantenimiento de

los conejos (Personeus, 1973).

Se observard la variacién diurna de temperatura que debe
o sy R
guedar en un margen de 0.3 . Pueden permitirse variaciones

dia a dia de 0.2° respecto a la temperatura media.

Los animales cuya historia incluya materiales antigénicos

o] proteinicos: sueros, fracciones globulinicas,
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antitoxinas etc, no serdn utilizados en 3-5 dias. La
reutilizacién indiscriminada puede producir resultados

variables (Personeus, 1969).

El grado de restriccién en el movimiento de los conejos
puede causar mayores diferencias en la sensibilidad y
frecuentes faltas de correlacién en los resultados. En
general se aconseja restriccidon ligera del movimiento del

cuello del conejo (Dare, 1953).

Anilisis previo. Los conejos deben ser colocados en el
lugar de analisis como minimo una semana antes de
utilizarlos. En la practica muchos laboratorios utilizan
de 2 a 6 semanas en su programa de entrenamiento para
nuevos animales. La mayoria de las farmacopeas (ver tabla
5) requieren al menos un analisis de muestreo antes de

utilizar un animal para analizar un producto.

Marcus y Nelson (1977) sefialaban que tiene gran
importancia la seleccidn inicial con una muestra apirbgena
en los nuevos conejos que se incorporan a la colonia, ya
gque una parte de los mismos muestra una temperatura

erritica.

Hay diferencias de opinién sobre la indicacién de hacer
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una seleccidn con un extracto pirogénico. Parece que la
seleccién con un pirbégeno estandar puede reducir la
sensibilidad de 1los conejos; aparte del factor econdmico
por los prolongados tiempos de espera. Puede ocurrir que
un conejo sometido a un periodo de descanso de 15 dias o
mis, muestre un esquema de temperatura basal erratico. Se
atribuye a un "olvido" de su periodo de entrenamiento
previo y en general un test de muestreo es suficiente para

reentrenar a estos animales.

Laboratorio y equipo. Los aspectos flisicos del lugar
donde van a ser realizados los analisis varian
considerablemente segin la amplitud del programa. No se
recomienda realizarlo en la misma habitacién donde viven

los conejos. Es esencial que los conejos estén sometidos a

las minimas molestias mientras se realice el anilisis.

El conejo -es un animal que posee mecanismos
termoreguladores ineficaces y en la estancia donde vivan
se mantendran las caracteristicas ambientales dentro de
unos margenes; la temperatura oscilari entre 21-23° (May v
Wiseman, 1972). Los conejos deben ser mantenidos en cajas

individuales.

Termbémetros. Se wutilizan termdmetros rectales simples o
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eléctricos calibrados, frente a uno certificado, que se
insertan en el recto unos 5 cm. El tipo de termdmetro

puede influenciar la sensibilidad del anilisis (Dare,

1953).
Registro. Es conveniente registrar para cada remesa de
animales datos como: procedencia, sexo Yy peso. Es

necesaria una ficha de registro individual para cada
animal en la que se registrarid la temperatura basal, el
test de prueba, los aumentos de temperatura para las
muestras analizadas, peso, mL inyectados por kg, y notas
como las pérdidas en animales por disminuci6n de peso,
enfermedad o} fallo en reunir los estandares de
entrenamiento. Si se utilizan aparatos electrdnicos que
incluyan fichas de registro de temperatura, estas fichas

pueden servir de registro permanente (Personeus, 1973).

Sensibilidad del anAlisis en conejos

Marcus y Nelson (1977) determinaron la sensibilidad de los
conejos a la endotoxina observando que estaba comprendida
entre 1-10 ng/kg de peso. Es decir un conejo seguro de 3
kg deberd responder con incremento de temperatura de 0.6°
o mAs sobre la temperatura basal después de 3 horas de la

inyeccién de 1-10 ng/kg.
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Personeus (1973) indicaba que algunos medicamentos

tales como clorpromazina y derivados de la fenotiazina,
algunos hipndticos, anestésicos (procaina) y antipiréticos
pueden ser problemdticos sino imposibles de valorar a
causa de su efecto hipotérmico enmascarante. La dilucidn
requerida para neutralizar esta interferencia  con la
respuesta normal del conejo, puede ser tan grande como

para hacer este andlisis impracticable.

Tolerancia

Kanoh et al (1977) estudiaron el desarrollo de tolerancia
a pirbgenos en conejos tratados con dosis diferentes de

lipopolisacarido (LPS) de E. coli obteniendo los

siguientes resultados:

El desarrollo de la tolerancia parecid producirse en dos
etapas: en la primera la tolerancia aparecid rapidamente y
en la segunda, la tolerancia se produjo mis gradualmente
en respuesta a inyecciones repetidas de una dosis
constante. El segundo tipo de tolerancia no fué absoluto;
los conejos fueron aGn sensibles a dosis incrementadas de
LPS. Los conejos inmunizados con el LPS de E.coli

perdieron su sensibilidad pirogénica en cierto grado a los
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LPS parenterales.

Bangham (1979) indica que a pesar de que el analisis en
conejos se ha mostrado seguro durante mas de 30 afios, no
ha sido estandarizado por algunas razones: Los resultados
dependen de la sensibilidad absoluta de los animales a las
moléculas especificas del pirbgeno. En casos limite, un
resultado puede no ser reproducible. Los pirdgenos
pueden estar irregularmente distribuidos en los envases.
El producto pirogénico es muy variable: endotoxinas

varias, LPS, LPS degradado u otros fragmentos bacterianos.

Otra causa de la respuesta irregular de los conejos es que
pueden desarrollar inmunidad parcial a las endotoxinas.
Como mostrd el estudio en colaboracién de la OMS en 1959
la respuesta de los conejos a los pirbgenos puede ser
inconstante y facilmente influenciable por el stress u
otras causas, variando entre laboratorios y la curva

dosis-respuesta fué a veces erratica y no atil.

Normativa

Desde 1952, el Comité para la revisién de la USP, asi
como el Comité de Expertos para andlisis bioldgicos de la

OMS han intentado mejorar la estandarizacidn del andlisis




_52_

de pirdgenos. El interés se centrd al principio en el
desarrollo del analisis comparando muestras de un pirdgeno
estandar. Sin embargo la posibilidad de desarrollo de
tolerancia en los conejos ha sido un factor excluyente

importante para su aceptacidén como procedimiento estandar.

En 1941 el Comité de revisiédn de la USP inicid el primer
estudio en colaboracién de analisis de pirdgenos en
conejos, en 16 laboratorios y durante nueve semanas, con
1782 inyecciones de un extracto pirogénico de Pseudomonas
aeruginosa. Como consecuencia de los resultados del
estudio solo se permitia la reutilizacidén de los conejos
despues de un analisis positivo, tras un intervalo de
descanso de dos dias. Actualmente USP XXI (1985) requiere

un periodo de al menos dos semanas.

El Comité de Expertos de Estandarizacidén de Preparados
Bioldgicos de 1la OMS,‘ en 1952, did dos preparaciones
pirogénicas de referencia para estudié; en conejos, con
objeto de estudiar su capacidad como estandar y determinar
la sensibilidad de los conejos utilizados. Las
preparaciones pirogénicas fueron un extracto de Proteus

vulgaris vy un polisacdrido de Serratia marcescens,

participando en el proyecto catorce laboratorios. Los
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resultados mostraron una amplia variacién en la respuesta
pirogénica en todos los niveles de dosis. La sensibilidad
de los conejos variaba de unos laboratorios a otros

significativamente.

En 1959 los resultados variables decidieron 1la preparacién
de otro estandar de referencia ({Davies et al, 1954).
Este, recomendado por el Comité de Estandarizacién
Bioldgica, era el antigeno "O" somatico de Shigella
dysenteriae, cepa K-624. Estudios adicionales dgue se
emprendieron dieron como resultado un nuevo extracto que
fué elegido por la OMS como preparacidén pirogénica de
referencia internacional y hoy todavia continua vigente.
Se presenta en ampollas de 2 mg de antigeno "O" somatico

de Shigella dysenteriae (OMS, 1984, p 66). .

Varney (1962) describe los resultados parciales de otro
estudio en colaboracidn, con cinco preparaciones
pirogénicas en 1500 conejos, observando variaciones en la
sensibilidad de 1las distintas colonias de animales y
posible tolerancia inducida por inyecciones repetidas de

las mismas.
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Weiss (1978) comunicd el aislamiento de lipopolisacaridos
de diferentes gérmenes Gram-negativos e indicaba que
debido al origen heterogéneo de los pirdgenos , no ha
podido establecerse un pirdgeno estandar reproducible en

los analisis bioldgicos.

Puede ser Gtil una comparacién de diferentes textos
oficiales sobre el andlisis de pirdgenos en conejos

(tablas 4, 5, 6, 7).

Valoracién de los  resultados segln las diferentes

farmacopeas

Ph. I. III (1980)

Considerar cualquier temperatura negativa como aumento 0.
Si ningin conejo muestra un incremento de temperatura de
0.6° 0 mis sobre su respectiva temperatura control y si la
suma de 1los tres incrementos de temperatura no excede de
1.4°, el producto reune los réquerimientos de ausencia de

pirbgenos.

Si cualquier conejo muestra un aumento de temperatura
individual de 0.6° omds o si la suma de los tres
incrementos de temperatura individuales excede de 1.4°

continuar el andlisis utilizando otros 5 conejos. §i no
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Tabla 4. Pirdgenos en conejo, datos de farmacopeas: peso,
fijacién y alimento.

Conejo
Farmacopea Peso Fijacidn Alimento
(Kg)
Ph. I. III - - Privacién 2 h
(1980) antes y durante
- el anilisis
Ph. Eur. II Minimo Cuello, en Privacidn la
(1980) 1.5 posicidn la noche anterior
normal de al anilisis
asiento
USP XXI - Ligera en Privacién durante
(1985) cuello el anilisis
BP {a) (a) (a)
(1980)
Ph. Hung. (a) Cuello Privacidén las 12 h
(1970) anteriores
al anilisis
2.AB-DDR 1.5-3.5 - Privacién las 12 h
(1975) anteriores.
DAB 8 Mayor de - Privacidén el dia
(1978) 1.5 Rg del analisis

Ph. I., Pharmacopoea Internationalis; Ph. Eur., Pharmacopée
Européenne; USP, United States Pharmacopoeia; BP, British
Pharmacopoeia; Ph. Hung., Pharmacopoea Hungarica; AB-DDR,
Arzneibuch der Deutschen Democratischen Republik; DAB,
Deutsches Arzneibuch.

{a) igual que normativa Ph. Eur.
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termbémetro y anilisis previo.

agua,

Conejo

Farmacopea Agua Profundidad Criba inicial o

termbémetro o analisis previo

(cm)
Ph. I. III Permitido 6 1-3 dias antes,
(1980) acceso entrenamiento
omitiendo inyeccidn

Ph. Bur. II Privacién 5 Cloruro sbédico 0.9%
(1980) durante apirbégeno 10 mL/kg

el andlisis

1-3 dias antes

USP XXI Permitida 7.5 Hacerlo menos de 7
{1985) puede res- minimo dias antes de usar
tringirse el conejo
durante el
anilisis
BP (a) (a) (a)
{1980)
Ph. Hung. Privacidn 6-8 -
(1970) 12 h antes
del test
2 .AB-DDR Privacidn 6 Excluir si cloruro
(1975) 12 h antes gbdico 0.9% produce
del test. aumentos de Ta>0.4 C
DAB 8 - 6 Cloruro sbédico 0.9%
(1978) 10 mL/kg, 3 dias

antes y prueba + de
sensibilidad
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Tabla 6. Pirdgenos en conejo, datos de farmacopeas: tempe-
ratura control, tiempo de determinacién y registro.

Conejo
FParmacopea Temperatura Tiempo Registro
control® C determinacidn del test
Ph. I. III (a) Registrar 2 tempera- Continuo o
(1980) turas 40 minutos cada 30 min
antes de la inyec- durante 3
cién cada 30 min. horas
Ph. Bur. II Excluir Registrar durante 90 Cada 30 mi-
(1980) conejos con minutos antes de la nutos duran-—
temp. inicial 1inyeccidén cada 30 te 3 horas.
> de 39.8 minutos. Usar la me-
o < de 38 dia de 2 valores de-
terminados con inter-
valos de 30 minutos.
USP XXI Excluir Periodo de tiempo 1,2y 3
(1985) conejos con demostrado previa- horas des-
temp. inicial mente como sufi- pues de la
> de 39.8 ciente. inyeccidn
BP (a) (a) (a)
(1980)
Ph. Hung. Utilizar solo Es la media de las -
(1970) conejos con temperaturas registra-
temperatura das 1-3 dias antes del
inicial = anadlisis 4 veces/dia
38.5-39.8 a intervalos de 1 h
2 .AB-DDR Excluir si Dos veces con inter— 1IV: 4 veces
- {1975) temperatura valo de 30 minutos. cada 30 min
es < de 38.9 IM: 5 veces
o > de 39.8 cada 60 min
DAB 8 Excluir si Medirla 1-3 dias 6 veces ca-
(1978) temperatura antes de 8-16 horas da 45 min
es < de 38.5 cada 2 horas o comprobar
o > de 39.7 temp. 4.5 h
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Tabla 7. Pirbgenos en conejo, datos de farmacopeas: reutili-
zacién, volumen de muestra y temperatura.

Conejo Muestra

Farmacopea 1. Reutilizacién Volumen Temperatura
2. Pirbgenos + °c

Ph.I., III 1. 48 horas 10 mL/Kg o 38
(1980) 2. Descansar 2 semanas monografia

o si ha sufrido au- Maxima duracidn

mentos de tempera- inyeccién 4 min.

tura de 0.6° o mas
Ph. Eur. II 1. 72 horas Segun mono- 38.5
(1980) 2. Descansar 3 sema- grafia. aprox

nas o si el aumento > de 0.5 mL/Kg

medio de temperatura < de 10 mL/Kg

excede 1.2° Maxima duracidén

inyeccién 4 min.

USP XXI 1. 48 horas 10 mL/Kg 37+ 0.2
(1985) 2. Descansar 2 semanas M&xima duracibn -

si ha sufrido incre- inyeccibn 10

mentos de 0.6° o mas. minutos.
BP (a) (a) (a)
(1980)
Ph. Hung. 1. 48 horas ~-Preparaciones 37
(1970) 2. Descansar toleradas:

2 semanas 10 ml/kg

—-Otras:
monografia

2 .AB-DDR 1. 72 horas 10 mL/kg 20-40
(1975) 2. Descansar

14 dias
DAB 8 1. 72 horas —Pequeiio vol: 20-38
(1978) 2. Descansar 1/10 de la dosis

3 semanas

terapéutica
habitual.
-Perfusiones: 25 mL
por Kg (max. 50 mL)
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mas de 3 de los 8 conejos muestran incrementos de
temperatura de 0.6° o mas y si la suma de los 8
incrementos de temperatura individuales, no excede 3.7°,
las muestras reunen 1o0s requerimientos para ausencia de

pirébgenos.

Ph. Bur. II (1980)

No. conejos Pirdgenos negativo Pirbdgenos positivo
si la suma de los au- si la suma de los au-
mentos es < de: (°C) mentos es > de: (°C)

3 1.15 2.65
6 2.80 4.30
9 4.45 5.95
12 6.60 6.60

Si la suma de los incrementos de temperatura esta entre
las dos columnas, se repite el andlisis con grupos de 3

conejos hasta un total de 4 grupos.
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USP XXI (1985)

Valoracidn de resultados igual que la Ph. T.

B.P. (1980)

vValoracidén de resultados igual que Ph. Eur.

Ph. Hung. (1970)

Pirbgenos negativo

No. de conejos No. de conejos
con incremento
de temperatura
menor de 0.6°

Suma de los
aumentos de tem-—
peratura de los
conejos menor de:

3 0
6 1
9 3

1.
2.
4

.

= 0N

Pirbgenos positivo

No. de conejos No. de conejos
con incremento
de temperatura
mayor de 0.6°

Suma de los au-
mentos de tempe -
peratura de los
conejos mayor de:

3 1
4
9 4

=)}

o= N
.
o O
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DAB 8 (1978)

Si la suma de los cuadrados de los incrementos de
temperatura sobre 3 conejos es menor de 0.6, la muestra se
considera apirdgena. Si esta suma es igual o mayor de 0.6
es preciso ampliar el anidlisis sobre 5 conejos mas y si la
suma de los cuadrados de los 8 incrementos de temperatura
es menor de 1.6, la muestra se considera apirbgena. Si es

mayor de 1.6 no cumple los requerimientos.

2.AB-DDR (1975)

Se realiza un primer andlisis sobre 3 conejos y llamando A
a la suma de los cuadrados de 1los incrementos de
temperatura se indican 1los resultados en la tabla
siguiente. Si el valor de A esté entre los dos limites se
realiza una primera repeticidén sobre 3 conejos y si ocurre

lo mismo se realiza una segunda repeticidén sobre 6 conejos

mas.
Pirbgenos negativo Pirbgenos positivo
si A < de: (°C) si A > de: (°C)
Andlisis 0.47 1.40

Primera repeticidén 1.10 1.60

Segunda repeticidn 1.70 1.70
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3. Métodos "in vitro"
a. Agregacidn plaquetaria

Los pirdgenos y endotoxinas ejercen una accidn directa sobre
las plaquetas y las células sanguineas, produciendo
agregacién en 1las plaquetas y aumento de la fragilidad
osmdtica y fenomenos quimiotacticos en los leucocitos con

liberacidédn de pirégeno enddgeno (Dony, 1979).

Este método permite detectar pirdgenos utilizando técnicas
de agregacidén plaquetaria, en agregbébmetro para sangre total

y en lumiagregbémetro para plasma rico en plaquetas (PRP).

De Gaetano (1982) sefiala que la plaqueta estimulada por la
endotoxina activa el factor X de la coagulacidén. La
actiﬁacién de la plagqueta es mediada a través de los
leucocitos. En la parpura trombocitopénica trombdtica y en
el sindrome urémico hemolitico se ha sefialado como mecanismo
etiopatogénico que la endotoxina activa la agregacién
plaquetaria y produce deposicién de fibrina y anemia

hemolitica.

Ventajas. ELl método permite analizar un compuesto
pirogénico con células humanas, lo que presupone

poder detectar mAs especificamente cualquier tipo de
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desencadenante pirogénico.
Anilisis microbiolégico

El anilisis microbioldgico es de gran utilidad para
detectar posibles fuentes de contaminacién antes de la
fabricacién, durante el proceso y en el producto terminado.
Marcus en 1964 describid una sencilla técnica para recuentos
de bacterias en soluciones parenterales antes de su
esterilizacidén, utilizando filtros de membrana y medios de
cultivo apropiados. Los datos obtenidos los relacionaba con
la hipertermia producida en conejos despues de haber sido
esterilizados. Observd gque las sustancias pirogénicas mas
potentes procedian de bacterias Gram-negativas y algunas

Gram-positivas.

El recuento lo realizd de la forma siguiente: las soluciones
parenterales que contenian bacterias vivas se dividieron en
dos partes. Una parte se pasaba por filtros de membrana
de 0.22 fm cultivando posteriormente estos filtros en varios
medios a temperatura ambiente y a 37°. De esta manera se
conocia el numero de bacterias, hongos y levaduras viables
presentes en la solucién. El resto de la solucidn se
esterilizaba a 120°, 15 minutos y se administrd a conejos en

dosis de 10 mL/kg. Los resultados obtenidos indicaban que
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cuando la solucién contenia menos de 100 microorganismos por
mL, el resultado en conejos era negativo, ocurriendo lo

contrario cuando el nimero de gérmenes era de 1.000 O mis

gérmenes por mL.

Este método de recuento microbiolbégico descrito fue
utilizado por Greppin y Nguyen (1973) para estudiar la
calidad microbioldégica del material de vidrio, acero, agua
para inyectables, filtros y productos antes de la
esterilizacién. En Farmacia de Hospital, para fabricacidn de
preparados parenterales de gran volumen, relacionaba los

pirégenos con su origen bacteriano.

Personeus en 1973 seflalaba como una limitaci6én del método,
el que no pueda detectar residuos bacterianos no viables.
Otra desventaja observada es que el tiempo requerido para

determinar los resultados es demasiado largo.
Lisado de amebocitos de Limulus
- Generalidades

El origen de este método de anilisis de pirbgenos se
remonta a los comienzos del siglo XX. Loeb en 1902 vy
posteriormente Alsberg y Clarck en 1908 observaron que se

producian fendmenos de coagulacién en la hemolinfa de un
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invertebrado marino denominado Limulus polyphemus que

aparece de forma abundante en las aguas litorales
atlidnticas americanas. Se le conoce vulgarmente como
"cangrejo en herradura de caballo", debido a la forma que
presenta su escudo promosémico © "cangrejo con cola de
flecha" por 1la ~forma de su metasoma. Es un quelicerado
perteneciente a la cl&se de 1los Merostomas, subclase

Xifosuros, orden xifosuridos (Aristegui, 1978).

En presencia de endotoxinas procedentes sobre todo de
bacterias Gram-negativas se produce la coagulacibén de los
liguidos circulantes del cangrejo. La hemolinfa contiene
amebocitos y se ha observado que obteniendo un lisado de
los mismos y afiadiendo "in vitro" una cantidad de
diferentes endotoxinas, del orden de ng/mL, aparecia un

gel (Fusellier et al, 1977).

Como fuentes de lisado de amebocitos se han ensayado otras
especies. Pearson et al en 1973 utilizaron el lisado de

Maia squinado para valorar una endotoxina de E. coli.

Observaron que los resultados eran positivos para
concentraciones altas de endotoxina; lo mismo le ocurrid a
Klein et al en 1974 con los lisados obtenidos de

Tachypleus gigas y Carcinosporus rotundicauda. Kimura en
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1976 comparé-el lisado obtenido de Tachypleus tridentatus

con el de Limulus polyphemus y encontrdé dque su

sensibilidad era diez veces menor.

El anélisis con el lisado de amebocitos de Limulus
polyphemus (LAL) se realiza mezclando asépticamente un
volumen de muestra a analizar con el lisado e incubando a
37 ° durante un tiempo. Puede realizarse de forma
cualitativa o semicuantitativa valorando la formacién de
gel (la técnica mas extendida) y cuantitativamente por
colorimetria. El macrométodo utiliza 0.1 mL de solucidn
de reactivo y 0.1 mL de la solucién a analizar. EIL
micrométodo es empleado sobre lamina de.vidrio 0 en tubo
capilar con vol(menes de reactivo y de solucidén a analizar

que corresponden a 0.01 mL solamente (Fusselier et al,

1983).

-

Estos autores explicaban el sistema enzimatico por el que
se produce la gelificacidn. Entran en reaccidén los

elementos siguientes:

- Proenzima (PE) M= 150.000

Enzima de gelificacidén M=21.000

Cationes bivalentes

- Enzima activado (EA)
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- Coagulébgeno

La secuencia de reaccidn seria la siguiente:

a) PE + Ca + Endotoxina = EA
b) EA + Coaguldgeno = Gel
—_——
Hidrélisis

El gel esta formado por cadenas polipeptidicas de
gelificacidbn. La hidrélisis del coaguldgeno por EA se
realiza a nivel de 1la arginina en la secuencia de
aminodcidos. Esta reaccién puede ser utilizada para la
dosificacién colorimétrica de las endotoxinas. Se han
propuesto substratos sintéticos crombégenos con la cadena

peptidica Ac-Ile-Glu-Gli-Arg unido a la nitroanilina.

La potencia del LAL se puede calibrar utilizando una
endotoxina estandar y/o una preparacidén de referencia de

lisado (Hochstein et al, 1973).

En algunos casos se han observado variaciones de la
potencia del 1lisado. Estas variaciones fueron detectadas
por Jorgensen y Smith (1973), Sullivan y Watson (1974),
Wachtel y Tsujii (1977) y Marcus y Nelson (1877). Estos
Gltimos estandarizaron el 1lisado mezclando porciones de

lotes con diferentes sensibilidades y obtuvieron un nivel
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de sensibilidad conocida.

¥Yin et al en 1972 comprobaron la mayor sensibilidad del
LAL detectando niveles de endotoxina del orden de pg/mL;
esta mejora la atribuyeron a la rotura meclnica de los
amebocitos y también al eméleo de ‘un regulador que
contenia cloruro cilcico, permitiendo de este modo que la
reaccidén entre la endotoxina y la proteina coagulable

procedente de los amebocitos tuviera lugar a un pH bptimo.

Fusselier et al (1983) indicaban que la sensibilidad de
los lisados de amebocitos para la deteccidén de endotoxina

E. coli 055:B5 esta comprendida entre 10 y 100 pg/mL.
Endotoxina de referencia.

El grado de gelificacién es proporcional a la
concentracién de endotoxina y a su potencia pirogénica.
Esta proporcionalidad se establece mediante patrones. En
este aspecto son interesantes los estudios realizados por
Weary et al en 1980. Estos autores estudiaron de forma
comparativa cuatro éndotoxinas estandar, valorando su
capacidad pirogénica por. los métodos de LAL y conejos. Las

endotoxinas analizadas fueron las siguientes:

- Escherichia coli 0113:H10:KO: preparacién extraida por
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fenol y denominada EC-2 por el Bureau of Biologics (Bu

Bio) de la FDA como estandar de referencia nacional.

- Escherichia coli 055:B5: preparacién extraida con acido

tricloracético y seleccionada como estandar de referencia
para establecer la relacidén entre LAL y conejos por la

Health Industry Manufacturers Association.

- Endotoxina de Shigella dysenteriae: estandar de

referencia designado por 1la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS).

- Salmonella abortus equi: preparacibén extraida con fenol

y denominada Novo-pyrexal.

De los resultados obtenidos parecen ser el Novo-pyrexal y
E. coli 055:B5 las endotoxinas de referencia mds potentes.
En general el analisis LAL es mas sensible a las

endotoxinas gque el andlisis sobre conejos (Graham, 1978).

La USP-XXI (1985) sefiala un margen entre 2 y 50 UE/ng para

la potencia de las endotoxinas control.

Dressel en 1976 investigd la sensibilidad del anadlisis LAL
para el nucleinato sdédico, pirdégeno estandar de la
farmacopea de la Repiblica Democratica Alemana, primera

edicidén. Observd que la sensibilidad del andlisis LAL al
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nucleinato sbdico es muy similar a la de 1los
lipopolisacaridos bacterianos. Sus resultados al igual que
los de Tonnesen (1975) indicéban que dosis bajas de
nucleinato producen una mejor gelificacidén que dosis muy

elevadas.

Interferencias

Cualquier sustancia que pueda desnaturalizar las proteinas
o inhibir una reaccidén enzimitica, deberd ser estudiada de
forma particular para ser valorado su nivel de endotoxina
por LAL; debido a que la reaccién de gelificacidén es
mediada por un enzima tipo tripsina, 14bil al calor y

sensible al pH (Cooper y Pearson, 1977).

Esto se determina comparando la reactividad del lisado con
una endotoxina en presencia y ausencia de la sustancia a
analizar; asi como frente a la formulacidén completa, ya
que también otros componentes que no sean los principios
activos pueden modificar la gelificacibén (Van Noordwijk y

De Jong, 1977).

En muchos casos la interferencia de la gelificacién puede
ser evitada ajustando el pH de la preparaci6én dentro de

los niveles de pH éptimo para el lisado, que oscilan entre
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6 y 8 (Murata et al, 1976) o bien, diluyendo la muestra
(Mc Cullough y Scolnick, 1976). Las muestras viscosas
deberian mezclarse bien para ser analizadas (Daoust et al,

1976).

En la tabla 8 se indican algunas sustancias que se han
mostrado compatibles con la reaccidén LAL y en la tabla 9

las que se han mostrado incompatibles.

Van Noordwi jk (1979) seflalaba que los inhibidores
enzimiticos, los agentes desnaturalizantes de proteinas,
suero o plasma y pH menor de 5 o mayor de 9, pueden causar
reacciones negativas que hacen el andlisis no valido
debido a 1la inhibicidn. Observé que diluyendo 1las
muestras en distinta proporcién para cada sustancia

evitaba la 1ihibicién, aunque no en todos los casos.

Fussellier et al (1977) investigaron 1la influencia

de la multiplicidad de iones sobre el analisis LAL,
observando que no 1la modificaba. Los productos due
contienen concentraciones importantes en glucoheptonato de
calcio o gluconato de calcio, precisan ser diluidos para

evitar gelificacién que perturbe la reaccidn.
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Tabla 8. Sustancias compatibles con la reaccidn LAL

Sustancia

Agua destilada
Bicarbonato sbdico 4.2%
Bicarbonato sddico 8.4%
Bicarbonato sbdico 1.4%
Cloruro calcico 21.9%
Cloruro sbdico 0.9%
Cloruro potésico 10%
Cloruro sddico 20%
Cloruro calcico 1%
Cloruro magnésico 10%
Cloruro potésico 0.75%
Dopamina 1%

Dextrano 40 al 10%
Dopamina 5%

Gluconato cdlcico 10%
Glucosa 66%

Glucosa 5 y 10%

Glucosa 50%

Glucosa 20%

Glucosa 30%

Ioduro sbdico 1%

Ioduro sbddico 5%
Manitol 10%

Procaina 1%
Polivinilpirrolidona 3.5
Sorbitol 5%

Sulfato magnésico 33%
Sulfato magnésico 15%
Salicilato sbédico 10%
Xilitol 5%

Dilucion

Referencia

Fumarola et al, 1975

Fusselier et al, 1977

Fumarola et al, 1975
Fusselier et al, 1977

Fumarola et al, 1975
Fusselier et al, 1977

Fumarola et al, 1975




Tabla 9. Sustancias que modifican la reaccién de gelificacidn

Sustancias inhibidoras

Alcohol bencilico > 0.1%

Acetilcisteina
Acido ascdbrbico
Ampicilina
Bacitracina
Bisulfito sddico
Cloranfenicol

Clorhidrato de Tetraciclina
Citratos

Cisteina

Carbozocromo salicilato
Ciclicina lactato
Emulsiones grasas

EDTA

Edetato disddico
Estreptomicina

Fenol

Fluoresceina sdédica
Glutation

Heparina

I-131 bromosulfaleina
I-131 rosa de bengala
Ketamina

Oxacilina sddica
Penicilina procaina
Prometazina

Polimixina B
Sulfisoxazol diolamina
Sulfobromoftaleina
Soluciones A.C.D.
Soluciones C.P.D.
Tiroxina

Zn-69m acetato de cinc

Referencia

Cooper y Pearson (1977)
Merlin (1979)

Van Noordwijk (1979)
Guilfoyle y Munson (1982)

Van Noordwijk y Kruger (1983)
Guilfoyle y Munson (1982)
Kruger et al (1976)

Van Noordwiijk (1979)

Van Noordwijk y De Jong (1977)
Fussellier et al (1977)
Kobayashi et al, 1975
Guilfoyle y Munson (1982)

Van Noordwijk (1979)
Guilfoyle y Munson (1982)

van Noordwijk y Kruger (1983)

Guilfoyle y Munson (1982)
Van Noordwijk (1979)
Guilfoyle y Munson (1982)
Murata (1976)

Guilfoyle y Munson (1982)

vVan Noordwijk y Kruger (1983)
Guilfoyle y Munson (1982)

van Noordwijk y Kruger (1983)
Guilfoyle y Munson (1982)
Fussellier et al (1977)

Mc Auley et al (1974)
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Tabla 9 (continuacidn)

Sustancias parcialmente inhibidoras

Referencia

Lactosa 25%

Metilparaben

Propilparaben

Ringer lactado en glucosa 5%

Sustancias promotoras

Gelatina
Tripsina
Trombina
Tromboplastina

Van Noordwijk y Kruger (1983)

Cooper y Harbert (1975)
Solum (1973)

Elin y Wolff (1973)
Kimura (1976)
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Guilfoyle y Munson de la FDA en 1982 definian la maxima
dilucion valida (MDV) para ser analizada. La MDV se

calcula en dos etapas:

1) Minima concentracidn valida (MCV):

MCV = - - donde:

S = Sensibilidad del reactivo LAL en unidades
de endotoxina por ml (EU/ml)

M = Dosis sobre conejo o maxima dosis humana/kg, -
la que sea mayor.

K = Limite de tolerancia, 5 EU/kg (1 ng/kg)
2) Maxima dilucibén valida (MDV):

Concentracion del producto
MDV — e —
MDV

C (conc. producto) x 5 EU/kg (limite)
MDV = —— —~
S (sens. reactivo) x M (dosis max/kg)

El producto se diluird una parte a MDV partes con agua o

cloruro sb6dico 0.9% del reactivo LAL.

Otra forma de suprimir la inhibicidn es la ultrafiltracidn
que puede aplicarse cuando la sustancia inhibidora tiene

una masa molecular muy inferior a la de las endotoxinas.




_.76._

Estas son retenidas sobre filtros moleculares cuyo limite
nominal de separacidén esta comprendido entre 10.000 y
20.000. Después se redisuelven en un disolvente adecuado
y la solucidén asi obtenida, se somete al analisis LAL

(Maignan, 1978; Van Noordwijk y Kruger, 1983).
Aplicaciones del método LAL.

Desde la aparicidén del método LAL se han ido investigando

diferentes aplicaciones que se exponen a continuaciodn:
Agua para inyeccidn.

El LAL permite verificar antes de su utilizacidn, el agua
para inyeccién en la preparacidén de soluciones
parenterales, asi como durante el proceso de fabricacidén

(Rinjard, 1979).
Materias primas.

En 1977 Fusselier et al analizaron por LAL diferentes
materias primas (disueltas en agual para inyeccidn):
cloruro sbédico, glucosa, glicerol, bicarbonato sbdico,
etc. y concluian que el control de calidad es mds severo y

permite obtener materias primas mis limpias.




_77_

Fluidos i.v. de gran volumen.

Mascoli y Weary (1979) observaron en un gran nimero de
lotes de fluidos i.v. concordancia entre los métodos de
LAL y conejos. Del total de lotes, 37 habian sido
positivos por LAL y de estos solo 4 habian dado resultado
positivo en conejos, 1o cual confirma 1la mayor
sensibilidad del LAL para estos productos. Fumarola et al
en 1975 controlaron fluidos 1i.v. de gran volumen
fabricados en farmacia de hospital confirmando el andlisis
LAL para solucién de cloruro sbédico al 0.9%, dextrano al
10% y al 40%, xilitol 5%, manitol 20%, glucosa 5% y 10%,

lactato sbédico y bicarbonato sbdico.

Robino y Zaccaria (1976) utilizaron el LAL con resultados
satisfactorios para soluciones‘ de glucosa al 5, 10, 20,
40, 507 y 70%, soluciones electroliticas, levulosa 5, 10 ¥y
20% y glicerol al 20%. Fusselier (1979) senalaba que
también podia ser de interés este andlisis para controlar

los fluidos 1i.v. de gran volumen a los que se adicionaba

medicamentos en farmacia de hospital.
Inyectables de pequefio volumen.

Fusselier et al (1977) analizaron por LAL 287 lotes de

inyectables de volumen menor de 15 mL y de ellos 283
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fueron negativos y 4 positivos. En un estudio mas amplio
por LAL y en conejos analizaron 108 productos inyectables

de peguefio volumen con un total de 1200 anilisis. Solo se
produjo contradiccién en el 5% de los analisis. Observaban
que con el método LAL podian ahorrarse de un 20 a un 25%
de énsayos en animales y dque eﬂ los casos en que los
productos supongan un riesgo para los conejos, pueden ser

analizados por LAL.

En este apartado también son de interés las experiencias
de Storck (1979) para la heparina: Observd que la heparina
cilcica no inhibia la reaccién LAL mientras que la sbédica
la inhibia. Sugeria que era debido a la fijacién por
parte de la heparina sbdica del catién cdlcico presente en
el reactivo LAL y que favorece la reaccidn de
gelificacién. Evitaba la inhibicién afadiendo a 1la

heparina sddica, cloruro cdlcico.

En el caso de los antibidéticos Harrison et al (1979)
analizaron por LAL y en conejos clindamicina, lincomicina,
neomicina y espectinomicina en las concentraciones maximas
que no inhibian la reaccidén LAL. Zink en 1982 sefialo que
la ticarcilina sbédica inhibe la produccién de gel si esta

en concentraciones de 100 mg/mL pero no se produce en
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concentracién de 10 mg/mL. AdemAs Takashashi et al en 1983
observaron que la ampicilina sbdica interferia con el
analisis LAL, lo cual se evitaba utilizando la técnica de

ultrafiltracién.
Soluciones para diilisis peritoneal.

Karanicolas et al (1977) detectaron endotoxina en dos
lotes de soluciones para diilisis peritoneal que habian
causado peritonitis aséptica en pacientes a los que se les
habia administrado. Esos lotes fueron negativos en

conejos. En la aparicidén de la peritonitis aséptica no
solo fue importante la concentracién de endotoxina, sino
la cantidad total de la misma administrada, es decir el

volumen de liquido perfundido.
Radiof&rmacos

En este caso el anilisis en conejos no es adecuado por el
tiempo, tamafio de la muestra y exposicidn a radiacién del
personal. La aplicacién del andlisis LAL a los
radiofarmacos ha sido estudiada por diferentes autores (Mc
Auley et al, 1974; Murata et al, 1976; Merlin, 1979), que
indicaban radiofdrmacos compatibles y no compatibles con

LAL.
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Es. de interés la aportacidén de Cooper y Pearéon (1977) que
observaron casos de meningitis aséptica asociada con la
administracidén intratecal de radiofdrmacos, ya que esta
via es mil veces mAs sensible que la via i.v. a la
presencia de pirbgenos. Estos farmacos habian dado
resultados negativos en conejos y positivos por LAL.
Concluian gque el anilisis en conejos es insuficientemente

sensible para inyectables intratecales y debe ser

complementado por el andlisis LAL.
Vacunas

. Nyerges y Jaszovsky (1981) estudiaron al capacidad
pirogénica de 1las vacunas en LAL y conejos. Las vacunas
tifoidea-teténica y de virus vivos, parotiditis, sarampidn
y rubeola mostraron buena correlacidén entre LAL y conejos.
Sin embargo 1la vacuna de la rabia fue negativa por LAL y

positiva en conejos.
Hemoderivados

Patterson y Mc Quillan (1979) analizaron por LAL y en
conejos soluciones de proteinas plasmidticas, observando
buena correlacién. También analizaron lotes de factor VIII

concentrado y los resultados mostraban que algunos lotes
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daban positivo en conejos vy negativo en LAL ¥y
posteriormente negativos en clinica. Fusselier et al
(1977) sefialaban que para los derivados de la sangre
humana el LAL puede producir falsos positivos si se
utiliza el método cualitativo (gel firme-no gel) y
recomendaban utilizar la técnica cuantitativa. El andlisis
LAL resulté6  atil  para detectar contaminacién por
endotoxina en lotes de albGmina humana al 25% que habia
dado negativo en conejos y did reaccionés pirogénicas en

el hombre ( Mascoli y Weary, 1979).
Material quirargico

Kure et al (1982) detectaron pirbgenos en catéteres
angiograficos utilizando la técnica LAL. La contaminacién
se producia .al manipular estos catéteres con guantes
contaminados por endotoxina, produciendo reacciones
pirogénicas en pacientes sometidos a angiografia. EL
andlisis LAL también se ha wutilizado para control de
pirbgenos de equipos de infusibn i.v. (Mascoli y Weary,

1979).
Comparacién de los métodos LAL y conejos.

Cooper et al (1971) analizaron endotoxina de E. coli en
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una concentracion de 1 ng/mL por LAL y en conejos dando
positivo el primero y negativo el segundo. Lo mismo
ocurrid coﬁ endotoxina de Klebsiella dando positivo el LAL
con una concentracidn de 100 pg/mL y negativa en conejo en
una concentracién de 600 pg/mL. Tambien analizaron
endotoxinas en radiofarmacos de vida corta; observando
casos en los que el andlisis en conejos daba negativo y el
LAL gelificaba con resultados positivos. Eibert (1972)
también encontrd buena correlacién entre los dos andlisis
sometiendo a los mismos 84 muestras de 36 productos
inyectables diferentes, observando mayor sensibilidad del

LAL.

En un estudio multicéntrico Fusselier et al (1977)
comunicaron resultados en 1002 muestras de inyectables,
materias primas y soluciones para andlisis, obteniendo
resultados concordantes en el 97.21% de los casos y
divergencias para el 2.8%, de las cuales el 2.2% tenia
mayor severidad para el anilisis LAL. Solo hubo
contradiccién en el 0.6% de los analisis. En todos los
casos realizaron controles de LAL positivo, negativo y de
inhibicién. Indicaban que el LAL puede ser utilizado para

verificar anilisis dudosos en conejos y ser sustituto del

analisis oficial para algunos productos que no pueden ser




-83—

analizados in vivo.

Mascoli (1979) compard los dos métodos en un gran ndimero
de lotes de soluciones i.v. de graﬁ volumen. No hubo en
ningn caso resultados LAL negativo que fueran conejos
positivo y sin embargo se observd endotoxina por LAL que

no fue detectada en conejo.

Pericin (1979) observdé concordancia entre los dos métodos
para el cefacetrilo mientras que en productos que tenian
propiedades coloidales como las soluciones de
metilcelulosa o productos proteicos, el LAL no podia ser

considerado seguro.
Ventajas e inconvenientes de los andlisis LAL y conejos
AnAdlisis en conejos

Inconvenientes.

Sensibilidad variable en funcién de dias o estaciones y
variacién de las temperaturas basales de los animales
(Fusselier et al, 1977).

Costo elevado en la iniciacién y mantenimiento del
programa (Cooper, 1979).

Analisis largo y caro con resultados a veces poco claros

(Diding, 1979).
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Posibilidad de . sensibilizacidén y shock en los conejos
(Fusselier et al, 1977).

Ciertos productos no son adecuados y dan reacciones no
interpretables (fosfatos, hipertérmicos, antipiréticos,
radiofidrmacos de vida corta, antineoplisicos como la
l-asparraginasa, antibidticos como la lincomicina e
hipnéticos y sedantes) (Personeus, 1973; Cooper, 1979).
Aparicién de tolerancia que puede producir la liberacidn
de lotes con contaminacién pirogénica. Variacién de
gensibilidad a los pirdgenos entre laboratorios diferentes

(Cooper, 1979).

Ventajas

Corresponde al menos de forma aproximada a un andlisis de
toxicidad aguda y la sensibilidad del conejo es similar a
la del hombre. / |

Es un procedimiento oficial de investigacién de pirbgenos

de las preparaciones parenterales reconocido por las

Farmacopeas (Fussellier et al, 1977).
Andlisis LAL

Inconvenientes
El analisis LAL esté limitado  por su estricta

especificidad para endotoxinas de los gérmenes
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Gram-negativos (Nyerges y Jaszovszky, 1981).

No permite hacerse una idea de la toxicidad del producto.
No puede utilizarse en todos 1los casos ya que hay un
cierto ntmero de sustancias que interfieren con la

reaccién de gelificacidén (Van Noordwiijk, 1979).

Ventajas

Es un método mis sensible que el de conejos para la
deteccién de endotoxinas de gérmenes Gram-negativos.

Hay sustancias que no pueden ser énalizadas en conejos dque
pueden ser analizadas por LAL (Cooper, 1979).

Es rapido y seguro (Diding, 1979).

El costo es unas tres veces menor que el andlisis en
conejos ya dque precisa poco sitio, material y personal.
Se utiliza poco volumen de solucidén a analizar (Fusselier
et al, 1977).

Cuando el resultado del anilisis sobre conejos es dudoso,
permite clarificar el resultado un analisis LAL (Rinjard,

1979).
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- Normativa andlisis LAL

Organizacién Mundial de la Salud.

El informe 638 de 1la serie de informes técnicos en 1979,
seflalaba que aunque se habia estudiado la posibilidad de
sustitucién del andlisis sobre conejos por el LAL, este altimo
tiene el inconveniente de no ser especifico mas que para
endotoxinas de Gram-negativos; se solicitd al Instituto
Nacional de Patrones Bioldgicos e Inspeccibén de Sustancias
Biolbgicas, de Londres, que evaluara la necesidad de
preparaciones de referencia adicionales de otros pirbgenos y de
lisados de Limulus con objeto de estandarizar la sensibiiidad

de lotes de reactivos de Limulus.

En 1981 el informe 658 comunicaba la iniciacibén del citado
estudio sobre LAL y consideraba que podia suministrar datos
(itiles para decidir sobre las aplicaciones de ese procedimiento

de analisis.

El informe 687 (1983) da cuenta de los resultados de un gran
estudio comparativo internacional que se organizd para evaluar
la normalizacion efectuada con LAL y las pruebas de pirdgenos
en conejo. Estuvo organizado por el National Institute for

Biological Standards and Control de Londres y se realizb en 43
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centros nacionales de inspeccién y laboratorios de empresas
productoras de 19 paises. Los resultados, tanto los
obtenidos con 1lisados codificados como con todos los lotes
de 1lisados 1locales (muchos de los cuales se preparan con
licencia oficial) son irregulares y varian cuando se someten
a prueba con 10 endotoxinas codificadas diferentes.

El estudio revela por consiguiente que todavia no se ha
logrado normalizar a nivel internacional la deteccidn de
endotoxinas con reactivos LAL. El Comité estimbé que deben
interpretarse con cautela los resultados obtenidos en la

prueba LAL.

Farmacopea Europea

Los diferentes grupos de trabajo especializados de la
Farmacopea Europea deben precisar los casos en los que el
empleo  del andlisis Limulus debe utilizarse. Por
consiguiente las Farmacopeas nacionales, ligadas a la
Farmacopea Europea, tomardn las decisiones de ésta

prbéximamente.

En una nota Pharmacy International (1983) comunicaba la
aplicécién del anilisis LAL para endotoxinas, respecto a su
inclusidn en las Farmacopeas Britanica y Europea; su
inclusién  dependia  de una preparacién de referencia
adecuada.

ambos, los anadlisis en conejo y LAL, se incluirén
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probablemente en los compendios y cada monografia especificaria

que procedimiento era aplicable a una determinada preparacién.

La sensibilidad del andlisis LAL se espera ajustar a la del
conejo, excepto en aquellos casos en los que un estandar mis
restrictivo se considerara necesario, por ejemplo inyecciones

intratecales.

En el informe del Grupo de Expertos sobre LAL para la
Farmacopea Europea (Fussellier et al, 1983), se comunica 1la
aprobacién del anilisis LAL en su inclusidén en la Farmacopea
Europea desarrollando las variables que influyen en el andlisis
ya citadas anteriormente. Indicaban que aunque la adicidn de
endotoxinas al LAL produce turbidez, precipitacién o
gelificacién de la mezcla, solo se ha utilizado como método de
punto final el método de gelificacién. La razdn es que los
métodos que utilizan turbidez o precipitacién no han llegado a

ser operacionales.

En un informe complementario (Van Noordwijk y Kruger, 1983),
este Comité sefialaba los métodos de eliminacidn de los factores
que interfieren con el anadlisis LAL. Asimismo se incluyeron
listas de productos procedentes de  diferentes autores o
fabricantes que podian interférir con el anidlisis, lo cual

amplia el conocimiento de problemas y soluciones a 1la
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interferencia de diferentes productos con LAL.

Recientemente 1la Farmacopea Europea ha aceptado el test LAL
como anidlisis de endotoxina perolindica que no sustituird al de
cone jos sino que reducirid el nimero de animales en el
estabulario. También expone que se confirmara este ensayo para
cada producto, indicandose en la monografia correspondiente el
valor limite de endotoxina adecuado (Deutsche Apotheker

Zeitung, 1985, 1986).
United States Pharmacopoeia

Banes (1978), director cientifico de la USP, respondiendo a
una pregunta sobre el andlisis Limulus dijo: "Si se me pregunta
gi el analisis LAL seri el andlisis de pirdgenos en la USP XX
debo responder que no o al menos "no apto". No estd preparado
todavia como para proponer que el andlisis oficial en conejos
sea sustituido por el LAL. Pero se estd preparando un capitulo
gobre LAL en la USP XX. Si no hay requisitos en las monografias
para el andlisis, obviamente tendria que estar para informacidén
solamente. Pero hay gque decir gque algunas monografias
requerirdn la utilizacién del anilisis LAL. Los radiofarmacos

por ejemplo son excelentes candidatos para el andlisis de
pirdgenos por LAL.

El LAL por tanto serd un método oficial solamente para un
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limitado  nimero de productos, pero la mayoria de los
inyectables deberan ser analizados por el método oficial. Debo
decir sin embargo, que la USP indica en las generalidades que
si el fabricante tiene un método alternativo gue ha sido
validado y es predeciblemente dependiente para resultados dados
equivalentes a los del anadlisis oficial, entonces ese método
puede ser utilizado como alternativa para demostrar
cumplimiento. Si las autoridades reguladoras quieren demostrar
no cumplimiento, deberan probarlo utilizando el andlisis

definitivo en la USP".

La USP XX (1980) incluyd posteriormente andlisis Limulus para
deteccidén de endotoxinas siendo introducidas las siguientes

innovaciones en la USP XXT en 1985:

En la introduccién de este andlisis concreta que se puede
realizar como test 1limite (gel firme-no gel) y como andlisis
cuantitativo turbidimétrico ‘o colorimétrico. En el caso de
analisis turbidimétrico 1la lectura es inmediata después del
periodo de incubacién. Para el andlisis colorimétrico la
reaccidén se detiene al final del tiempo de incubacidén con &cido
acético. En todos los casos la determinacién del punto final se
hace con diluciones de las muestras en comparacién con

diluciones paralelas de una endotoxina de referencia.
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En lo que se refiere a'las endotoxinas de referencia y control
estandar expone con mayor detalle el procedimiento de
estandarizacidon de las endotoxinas. La endotoxina estandar
control (EEC) debe contener de 2 a 50 UE/ng. En el apartado de
test preparatorio para la eliminacién de endotoxina indica la
temperatura de 250° o0 maAs en tiempo suficiente, E1 test para
confirmacidén de la sensibilidad etiquetada del lisado indica

gue deben realizarse 4 repeticiones.

El estudio de inhibicién o aumento del andlisis debe realizarse
con 4 repeticiones en cada nivel de dilucién. La muestra es
considerada vidlida para el anAlisis, si la cantidad de
endotoxina detectada estd dentro de los limites mitad-doble de

la cantidad de endotoxina conocida anadida.

Se introduce el concepto de maxima dilucidén valida (MDV) que es
la maxima concentracién de endotoxina que permite la monografia
individual(X), dividida por 1la sensibilidad etiquetada del

lisado (S): MVD = X/S.

En el procedimiento de andlisis se explica la forma de
realizacidén del andlisis LAL para equipos de infusién vy
transfusidn sobre los 1liquidos de lavado teniéndolos en

contacto con ellos durante 1 hora.
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Cada nivel de dilucién de muestra se someterd a dos
repeticiones al igual que cada nivel de dilucidn de la recta de
calibrado. El pH se ajustard de 6 a 7.5 con hidrbxido sbddico o
4cido clorhidrico o reguladores adecuados apirdgenos. En esta
edicién  XXI de la USP ya no especifica que sean de

concentracién 0.1 N.

El control positivo debe realizarse con una concentracidén doble
de 1la sensibilidad etiquetada del lisado. Considera no valido
el test si el control poéitivo del producto o la endotoxina
estandar no presentan concentraciones que produzcan gel firme
que estén dentro de margenes de dilucidén doble-mitad de la
sensibilidad etiquetada del lisado. Tambien se considera no

valido el test si el control negativo produce gel firme.
Food and Drug Administration.

Este organismo ha dado una Guia para la Validacidén del LAL como
analisis de endotoxina en preparaciones parenterales de
utilizaciéﬁ humana y animal, preparados bioldgicos e
instrumental médico (Federal Register, 1983, 48). La novedad
de mayor interés que incluye esta guia respecto de las
anteriores es el 1limite de endotoxina de las preparaciones

parenterales que relaciona con la dosis.
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Ya que 1la dosis varila Vde un producto a otro, el limite de
endotoxina esti expresado como K/M. K es 5 UE/kg que representa
la dosis umbral pirogénica aproximada en humanos y conejos. M
representa la dosis en anilisis de pirbgenos en conejo o la
dosis maxima humana por kg que seria administrada en un periodo
de 1 hora. Asi en un medicamento cuyo valor de M fuera 10

mL/kg, el 1limite de endotoxina permitido seria de 0.5 UE/mL.
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4. Objeto del trabajo

En los Servicios de Farmacia de Hospital se necesita un método
sencillo y rapido de control de pirdgenos en los inyectables de
propia fabricacibén y en productos de la industria farmacéutica

que han dado reaccidén de pirdgenos en pacientes.
Como objetivos nos hemos propuesto los siguientes:

1. Analizar tres lotes de ampollas de 10 mL, agua para
inyeccién cloruro séaico 0.9% y bicarbonato sbdico 8.4%,
mediante los métodos de hipertermia en conejos, LAL vy
microbiolégico anterior a 1la esterilizacidén. Analizar tres
lotes de las mismas soluciones contaminadas previamente con
recuentos conocidos de E. coli y después esterilizadas, por los

tres métodos citados.

2. Estudiar la correlacidén de estos métodos para deducir la

posibilidad de evitar el control en conejo.

3. Mejorar las técnicas de preparacién de inyectables de

pequefio volumen en el Servicio de Farmacia.
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II MATERIAL Y METODOS.

A.

Material

Aparatos

- Columna de intercambio iénico Dafa Mar 606.

- Aparato destilador de vidrio Vitrolab .

- Maquina llenadora y cerradora de ampollas Macorra
Autofarma 2500.

- Autoclave Labora-Adsuar.

- Aparato esterilizador por 6xido de etileno 3M Indos
402B.

- pHmetro Crison digital 501.

- Espectrofotdmetro Atom 334.
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Bafic de agua termoregulado Precis-Term, Selecta S-141.
Agitador vibrador para tubos Heidolph 54111.

Estufa calor seco con circulacidén por aire forzado
Selecta S—-140D.

Estufas de incubacidén a 37° Memmert BW5O0.

Aparato de filtracidén a vacio Sartorius SM-16551E con
filtro.

Aparato de filtracidén a presidén Sartorius SM-16275.
Camara de anaerobiosis Gaspack BBL 60626.

Microscopio Nikon Labophot.

Agregbmetro Chrono-Log de sangre total.
Lumiagregdmetro Chrono-Log.

Centrifuga Janetzki T-23.

Aparato registrador de temperatura termoeléctrico

Ellab.

Material desechable

Jeringas de 1, 5 y 10 mL marca Ico.

Placas de Petri de 90 mm de didmetro.

Filtros Sartorius de 100 mm de didmetro y 0.22 sm de
poro.

Puntas de pipeta esteriles y apirdgenas para pipetas

automiticas Gilford de 100 wL.




-97 -

Reactivos

- Agua esteril para inyeccidn Travenol lote T11-I21C3.
- Inyectable de ClNa 0.9% Travenol lote Ul-A09C2.

~ Inyectable de Bicarbonato sédico 8.4% Ibys lote VITZ2.
- Reactivo Pyrogent (Mallinckrodt).

- Reactivo Coatest Endotoxin (KabiVitrum).

- Endotoxina E. coli 055:B5.

- Endotoxina E. coli 011:B4.

- Cepas hospitalarias de E. coli Laboratorio de

Microbiologia del Hospital Civil de Bilbao.

Animales

- Conejos raza albina Nueva Zelanda de 3-4 kg de peso.
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B. Métodos

a. Preparacibén de las muestras.

- Inyectables no contaminados:

El agua para inyeccidén se producia primero en el aparato
desionizador y despues se hacia pasar por el aparato
destilador el cual se 1limpié previamente con mezcla
sulfocrémica. Se realizaron controles microbioldgico y LAL a

lo largo del proceso de produccidon del agua.

Se prepararon tres lotes de 500 ampollas en el Servicio de
Farmacia del Hospital Civil de Bilbao con las férmulas que se

indican (Pozo, 1978):

Agua esteril para inyeccidn de 10 mL

Esterilizacidén a 120°, 30 min.

Inyectable de cloruro sbédico al 0.9% de 10 mL
Cloruro sOdiCO «.evivenecrnonnsnnnns 9 g
Agua para inyeccion csp ........... 1000 mL

Esterilizacidén a 115°, 30 min.
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Inyectable de bicarbonato sddico 8.4% de 10 mL
Bicarbonato s6dico ...ecvevetnnannn 84 g
Agua para inyeccidén csp ........... 1000 mL

Esterilizacidén a 121°, 20 min.

Todo el material de vidrio y metal que estuvo en contacto con
la solucién se hizo esteril y apirdgeno mediante tratamiento
en estufa de calor seco a 250° durante 30 minutos (USP XXI,
1985, p. 1181) y el material de goma y plastico se sometid a
esterilizacién por o6xido de etileno a 63° , durante 170
minutos con humedad relativa del 40—50%(M0reno, 1982). En
todos los casos se realizaron controles mediante analisis LAL
para confirmar la ausencia de endotoxina en el material

utilizado.

Para los tres lotes se realizaron controles del medio de
cultivo utilizado, agua destilada esteril y agua recogida
directamente a la salida del bidestilador siendo en todos los

casos los resultados negativos.

Una vez preparada la solucién se sometid a filtracidn a
traves de membranas de 0.22 am de poro y posteriormente se
procedié al llenado y cerrado de las ampollas en la maquina.
Se separaron muestras del principio y del final del lote para

recuentos microbioldgicos y el resto de las ampollas se
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someti® a esterilizacidén- en autoclave a las temperaturas

indicadas en la férmula correspondiente.
Inyectables contaminados

Segun la técnica de Marcus (1964) se prepararon diluciones de
E. coli en agua para inyeccién, cloruro sodico al 0.9% y
bicarbonato sbdico al 8.4%, demostradas previamente
apirbgenas, en concentraciones de 10.000, 1000, 100 y 10
colonias por mL partiendo de una concentracidén inicial de

100.000 gérmenes por mL.

Se tomaron muestras alicuotas de las diluciones 1.000, 100 y
10 germenes/mL y se filtrd a través de membrana de 0.45 Am
incubando despues a 37° sobre placa de agar Mc Conkey durante
24 horas. El resto de la solucién se distribuydé en ampollas
de 10 mL (3 por dilucidn y tipo de muestra) y viales de 40 mL
(8 por dilucién y tipo de muestra) gue se sometieron a
esterilizacién a 120° , 20 min. Las ampollas fueron
analizadas por LAL y los viales en conejos. De esta forma
podian ser comparados los resultados con los de los

inyectables preparados de forma estandar.
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b. Metodos- de -valoracidn
1. Recuento microbioldgico.

Se ha utilizado el método de filtracién de membrana descrito
por la Farmacopea Europea (1980) para detectar la presencia de
formas viables de bacterias, hongos vy levaduras utilizando
medios de cultivo apropiados .

Los medios de cultivo que se exponen a continuacibén son los
indicados en el citado compendio oficial con modificaciones del
Prof. Cisterna. Estos medios fueron controlados respecto a
esterilidad, propiedades nutritivas y fertilidad segun las

especificaciones de la Farmacopea Europea.

Medios de cultivo
-~ Gérmenes aerobios:
Caldo de Mueller-Hinton (Difco Ref. 075701)
Infusidn de CArne ....c.eeeeeasseass. 300 g/l
AminoAcidos de caseina ....eeeceeee.. 17.5°"
Almidon ..veeeeeeneevocssscossaoncase 1.5 "
Para rehidratar el medio se suspendieron 21 g en 1000 mL de
agua destilada llevando a ebullicién hasta disolucidn
completa. Se distribuyeron en tubos de ensayo y se

esterilizaron en autoclave a 121°, 15 min; pH final 7,4 a 25°.
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Agar-sangre con triptona y soja (Oxoid Code CM 131)

Triptona (0x0id L42) .ivecevecennenes 15 g/l
Soitona (0x0id L44) ...viieeeereanans 5 "
Cloruro s0diCO .ivieeeennrovnasscnncs 5 "
Agar No. 3 (Oxoid L13) ...cceevcnnens 15 "

Suplementado con sangre esteril de caballo (Oxoid SR 50) al

5%.

Para preparar el medio se suspenden 40 g en 1 litro de agua
destilada. Se 1lleva a ebullicién hasta disolucién completa.
Se esteriliza en autociave a 121° ,15 min y se conserva
herméticamente cerrado en lugar frio y protegido de la luz;

pH final 7,3 a 25°.

Gérmenes entéricos Gram—-negativos:

Agar Mc Conkey (Oxoid Code CM 115)

PeptONa +vvvrrvevnccananoansoansesess 20 g/l
LACLOSA «veeessevecnsncncnsanss cecess 10 "
Sales biliares .....ceeeevecciecearens 1.5 "
Cloruro S88diCO .tevveeinnnnnaeeeannass 5 "
ROJO NEULTO tueeveevosonsosansannnnns 0.03 "
Violeta cristal ....eveeeeeeiencanans 0.001 "

Se suspenden 51.5 g en 1 litro de agua destilada. Se lleva a
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ebullicidbn hasta disolucién- completa. Se esteriliza en
autoclave a 121°, 15 min. Se conserva hermeticamente cerrado

y protegido de la luz.pH 7.1 a 25°%

Gérmenes anaerobios:

Tioglicolato (Difco Ref 025601)

CASCINA ceoveesosoencnossessaasessnnss 1D g/l
Extracto de levaduras .....ceeveeaves D
DEXETOSA. e eeossssccssasaassnnosnnasas D5
Cloruro SOdiCO eeeeevrvvncseseacssonss 2.5
L-CisStina +eeceeeceonsecacannacaasaas 0.5
Tioglicolato sodico ....veveveenaawse 0.5
AAr +seves cssenens REEEERE TR EPETRER 0.75 "

RESAZULLINA evvveneaacnacssasssenssaas 0.001 "

Se suspendieron 29.8 g en 1 litro de agua destilada y se
llevd a ebullicidn ﬁasta disolucidén completa. Se
distribuyeron en envases y se esterilizaron a 121°, 15 min en
autoclave. Si no se utiliza en el mismo dia se almacena en

nevera de 2-8°. pH final 7,1 a 25 .
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Agar Brucella (Oxoid Code CM691)
TriptONna sveeeeseessosnsssnsnsseasaaae 10 g/l

Peptamina ....oiecessseoesassesnsssss L0 "

DEXLIOSA cveeocecessososescsassnocasnose 1 "
Extracto de levaduras .....ececeseces 2 "
CLOTULO SOAICO eruvrnonenrenneennenns 5 "
Bisufito 88diCO .ivvrveeseravncannnnns 0.1

AQAT +vvveessssssssssanssanasssenesas 15

Suplementado con cloruro de L-cisteina (monohidrato) (Merck
Ref. 2839), menadiona, hemina y sangre esteril de caballo
(Oxoid SR 50). Se suspendieron 43 g en 1 litro de agua
destilada y se llevaron suavemente a ebullicién hasta
disolucién completa. Se esterilizd en autoclave a 121°, 15
min. Se almacend distribuido en envases herméticamente

cerrados en lugar frio y protegido de la luz; pH final 7, a

25 .
Medios para investigacion de hongos y levaduras:
Mueller Hinton (ya citado).

Medio Sabouraud agar modificado (Difco Ref 0747-01)
NeOpeptONa «ecveeessasaansaacas 10 g/l
DEXLLOSA veeeeveoessscssssoanss 20 "

AQAT vvverrvnvscscanoanasassasns 20 "
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_Para rehidratar el medio se suspendieron 50 g en 1000 ml de
agua destilada fria y se 1llevaron a ebullicidén hasta
disolucién completa. Se distribuyeron en los envases y se
esterilizaron en autoclave a 121° durante 15 min. y pH final

7.0 a 25°.
Procedimiento de filtracidn

Se filtrd a través del dispositivo de la figura 5, que lleva
incluido un filtro de nitrato de celulosa de 0.45 #m de poro,
47 mm de didmetro y velocidad de flujo de 55 a 75 mL de agua a
una presién de de 70 cm de mercurio. Se limpiaron las

superficies exteriores de 1las ampollas vy de los viales con
alcohol 70% y se tomd el contenido de forma aséptica (Ph.

Bur., 1980, cap. V.2.1.1.).

- 1Inyectables no contaminados
Se analizaron en total 36 wunidades del producto (18 del
principio de 1lote y 18 del final del 1lote), gque se
distribuyeron del modo siguiente: En cada grupo, 6 ampollas
eran para deteccidn de gérmenes aerobios, 6 para anaerobios

y 6 para hongos y levaduras.

Con cada muestra se hizo pasar primero por el filtro 5 mL de

medio de cultivo especifico y a continuacién 10 mL de
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Figura 5. Aparato de: filtracidn. para. recuento

bacteriano.
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muestra (minimo. de 2 mL se especifica en Ph. Eur., 1980,
cap. V.2.1.1. para muestras de volumen comprendido entre 4 y

20 mL).

Se separd® asépticamente la membrana del aparato de
filtracién con una pinzas flameadas. Para el recuento de
aerobios, los 12 filtros extraidos se colocaron en placas de
agar sangre con triptona y soja y se incubaron en estufa a
37°; 1los filtros para recuento de anaerobios en placas de
agar Brucella y camara de anaerobiosis a 37°; los filtros
para investigacién de hongos y levaduras se dividieron en
dos partes con un escalpelo flameado y se incubaron la mitad

a 37° y la mitad a temperatura ambiente en placas de agar

Sabouraud.

Para aerobios y anaerobios las lecturas se realizaron hasta
los 14 dias de incubacidén y las de hongos y levaduras hasta

los 30 dias.

Soluciones contaminadas

Se hizo pasar previamente por cada filtro 5 mL de medio de
Mueller-Hinton. De cada una de las diluciones de E. coli
preparadas en las soluciones demostradas previamente
apirbdgenas (agua para inyeccidén, cloruro sddico 0.9% y

bicarbonato sddico 8.4%), se tomaron muestras del modo
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-siguiente: 6 muestras de 0.1 mL para cada dilucidén de 10.000
gérmenes/mL y 6 muestras de 1 mL para cada una de las

diluciones de 1000, 100 y 10 gérmenes/mL.

Se realizd la filtracidén, se separaron los filtros y se
colocaron sobre placa de agar Mc Conkey en estufa a 37°
durante 24 horas. Finalizado el tiempo de incubaéién, se
hizo el recuento de gérmenes viables, expresando 1los
resultados en nimero de colonias por mL de muestra filtrada.
Este numero se compara con los resultados obtenidos en el
anidlisis de pirdgenos por el método en conejo y el método
LAL, en los inyectables preparados con el resto de las

soluciones contaminadas, una vez esterilizados.
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2. Analisis con lisado de amebocitos de Limulus (LAL).

Se utilizan materiales y procedimientos comercializados. Se han
ensayado dos métodos. El1 primero "Pyrogent" de la firma
Mallinckrodt es cualitativo, es decir da lecturas de gel
firme-no gel. La apariencia del gel es insegura. El segundo
‘método "Coatest endotoxin" de la fi¥ma Kabi Vitrum mide por
fotocolorimetria el color desarrollado en una reaccién
enzimatica que es linealmente proporcional a la cantidad de
endotoxina presente y se obtienen valores de concentraciones de

endotoxina del orden de pg/mL.
a) LAL "Pyrogent"

- Preparacidén del reactivo LAL
Al reactivo liofilizado se le afaden 1.2 mL de agua para
inyeccién esteril y apirdgena. Se agita suavemente y se
conserva en hielo. Se distribuye asépticamente a razén de 0.1

mL en tubos apirbégenos de didmetro menor de 7.5 mm.

- Preparacidn de la muestra
Se ajusta el pH entre 6 y 7.5. En el caso del bicarbonato
sbédico al 8.4%, con ClH 0.1 N apirbgeno; el cloruro sbdico
0,9% con NaOH 0.1 N apirbégena. No se ajustd el pH del agua

para inyeccidn.
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- Preparacibén de la solucidn control positivo

Se partié de un vial de endotoxina E. coli 055:B5 (1 ng
equivale a 10 UE comparada con el estandar de la FDA), que
contiene 10 ng se reconstituyd con 5 mL de agua esteril y
‘apirdbgena, agitando durante 5 minutos. Queda a una
concentracién de 2 ng/mL. Se diluye hasta 50 pg/mL que se
utilizdé como control positivo. En el caso de la solucion de
bicarbonato sbédico al 8.4% se realizaron controles de
inhibicidén; comparando soluciones de pH ajustado y sin

ajustar en concentraciones de endotoxina de 10 y 100 pg/mL.

- Ensayos preliminares
Tubo n0mero 1: Es el control negativo y contiene 0.1 mL de
reactivo LAL con 0.1 mL de agua para inyeccidn esteril y

apirdbgena.

Tubo nOmero 2: Es el control positivo y contiene 0.1 mL de
endotoxina de E. coli en la concentracién indicada y 0.1 mL

de reactivo LAL.

Tubo nimero 3: Es el control de inhibicién y contiene 0.1 mL
de endotoxina diluida en la solucidén a analizar y 0.1 mL de
LAL.

Para interpretacion de 1los resultados ver la tabla 10.
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Tabla 10. Interpretacién resultados LAL "Pyrogent"

Tubo 1 2 3 Interpretacién  Decisiédn

Caso, No Gel Gel Resultados Proceder al
gel firme firme conformes analisis

Caso No Gel No Inhibicibén o Estudiar el
gel firme gel manipulacidn grado de

inhibicibn

Caso No No No Actividad del Repetir con
gel gel - gel LAL destruida otro LAL

Caso Gel Contaminacidn Repeticibn
firme agua utilizada
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- Precauciones de procedimiento
Debe evitarse durante la incubacién y el manejo de los tubos
movimientos bruscos, ya que el gel que forma el LAL en
presencia de endotoxina es fragil y puede romperse de forma

irreversible dando falsos negativos.

- Sensibilidad del LAL “"Pyrogent"
El reactivo LAL "Pyrogent" cuando se utiliza de acuerdo con
los procedimientos descritos detecta endotoxina en un margen
de 8 a 250 pg/mL de endotoxina. En nuestras experiencias la

sensibilidad etiquetada del 1lisado fué de 0.05 UE/mL (5

pg/mL) .
b) LAL "Coatest endotoxin"

La endotoxina de bacterias Gram negativas cataliza la
activacién de un sistema enzimdtico en los amebocitos del
Limulus. Se ha demostrado que el enzima activado rompe ciertos
sustratos cromogénicos para formar un producto coloreado
(figura 6) que puede ser medido fotométricamente. La cantidad
de color desarrollada es linealmente proporcional a 1la

cantidad de endotoxina presente.

En el caso de este reactivo el sustrato cromogénico es un

péptido formado por 5 aminodcidos y paranitroanilina (pna). El
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Proenzima

(LAL)

w—— Endotoxina

Y

Enzima

Y

Sustrato e—e————mPéptido + pha

Figura 6. Mecanismo de actuacién de la endotoxina en el método

LAL sustrato cromogénico (Friberger et al, 1982).
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enzima formado cataliza la separacién de la pna del péptido.
Después de detener la reaccién con 4cido acético, el grado de
liberacién de pna se mide a 405 nm. La correlacién entre la
absorbancia (A) vy la concentracién de endotoxina es lineal en

el margen 10-100 pg/mL.

Las precauciones del método son similares a las del otro método
LAL anteriormente expuesto (trabajar con material apirbgeno,

estricto cumplimiento de temperaturas y tiempos etc).

- Reactivos

Sustrato 5-2423. El vial contiene 9 ng de sustrato
cromogénico liofilizado con manitol afiadido como excipiente.
Se reconstituyd con 6 mL de agua esteril y apirdgena. La

solucién asi preparada es estable durante 1 mes de 2-8°.

LAL. El reactivo LAL liofilizado procede de Withaker M.A.
Bioproducts Walkersville, MD, USA. Se reconstituyd el vial
con 1.4 mL de agua esteril y apirdgena y se agitd suavemente
para evitar la formacién de espuma, el LAL se conservd en

hielo y fué utilizado en 30 minutos.

Endotoxina (E. coli 0111:B4). El wvial contiene 2 ng,
equivalentes a 25 UE del estandar FDA EC-5 de endotoxina

liofilizada en albGmina. Se reconstituybd con 1 mL de agua




-115-

esteril y apirdgena a temperatura ambiente para conseguir una
concentracién de 2 ng/mL y se agitd vigorosamente sobre
vortex. La vida de esta solucibn de stock es de 2 semanas a
2-8° asegurando que no exista contaminacién. Antes del uso
posterior la solucién se calentbé a temperatura ambiente y se

agitd vigorosamente durante 1 minuto.

Regulador. Tris — hidroximetil - aminometano 0.05 M pH 9
(KabiVitrum) esteril vy apirdégeno. La solucibén es utilizable
durante 1 mes de 2 a 8% después de abierta si no se produce

contaminacidn.

Agua esteril y libre de pirbgenos. Utilizable durante 1 mes

de 2-8° despues de abierta, si no se produce contaminacidn.

Sustrato-solucién reguladora. Para utilizacién diaria se
mezcld 1 mL de S-2423 y 1 mL de solucidn reguladora. La
mezcla es estable durante 8 horas a 20-25° si no se produce

contaminacién.

"

Recogida de muestras y preparacién

Las muestras se recogieron y almacenaron de forma que se
evitara la contaminacidén microbiana. Se almacenaron de 2-8°.
Antes del andlisis la muestra se calentd a temperatura

ambiente y se agitd.
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En las muestras de bicarbonato sbddico 8.4% se ajustd el pH
de la muestra de 7 a 8 utilizando ClH 1 N apirdbgeno. Se
midié el pH siempre de una parte alicuota del total para

evitar la contaminacién por el electrodo del pHmetro.

Procedimiento

100 uL de la muestra se calentaron a 37° durante 3-5 minutos
y se afladieron 100 mL de LAL. Se mezclaron suavemente y se
incubaron a 37° durante diez minutos exactamente. Se afiadié
200 mL de solucidn sustrato-regulador previamente calentada
a 37°. Se mezclaron e incubaron a 37° durante tres minutos.
Se afiadieron 200 L de Acido acético al 50% para paralizar

la reacciédn.

Se comenzd a contar el tiempo cuando se afiadié el LAL a cada
tubo y debe continuar sin interrupcidén hasta la Gltima
etapa. En una serie de andlisis se comenzd un nuevo
anidlisis cada 15 segundos (12 determinaciones en cada

serie).

Se leyd la absorbancia (A) de las muestras y los estandares
frente agua en un espectrofotbémetro a 405 nm. El color es

estable durante por lo menos 4 horas.
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- Control inicial de calidad de procedimiento

Se realizaron rectas de calibrado con las diluciones que se
indican en la tabla 11. Todas las diluciones de endotoxina
se agitaron completamente y se conservaron a temperatura
ambiente durante el trabajo. Se realizbé el andlisis de
estas diluciones como una muestra mis y se representaron los
valores obtenidos en grafica, las absorbancias frente a las

concentraciones.
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Tabla 11: Diluciones de endotoxina para recta
de calibrado.

Tubo Concentracidn
endotoxina pg/mL

1 100
2 75
3 50
4 25
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3. Analisis en conejos.

Se ha realizado seglin método USP XXI (1985) p 1181. El andlisis
consiste en la medida del aumento de temperatura de los conejos
después de la inyeccién intravenosa de la muestra a analizar y
estd diseflado para productos que pueden ser tolerados por el
anadlisis en conejos en una dosis no mayor de 10 mL/kg,
inyectados intravenosamente en un periodo maximo de 10 minutos.
Para productos que requieren preparacidén preliminar o
condiciones especiales de administracidén, deben seguirse las

instrucciones especificas de la monografia individual.

- Aparatos y diluyentes.
Se despirogeneizaroﬁ las jeringas, agujas y vidrio por calor
seco en estufa de conveccidén forzada a 250° durante un

periodo de 30 minutos.

- Registro de temperatura
Se utilizd un instrumento termceléctrico calibrado para
asegurar una precisién de 0.1° que puede alcanzar una
lectura de temperatura mAxima en menos de 5 minutos. Se
insertaron los termdémetros dentro del recto del conejo a una
profundidad mayor de 7.5 cm, y, se registré la temperatura

corporal del conejo.
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- Animales para el anAlisis
Se utilizaron conejos sanos y maduros de raza albina. Se
almacenaron los conejos individualmente en un Area de
temperatura uniforme entre 201 3° y libre de molestias que
pudieran excitarlos. Antes de utilizar un conejo por
primera vez en un andlisis de pirbgenos se habia sometido,
en los 7 dias anteriores, a un test de muestreo que incluyd
todas las etapas como se describe en el procedimiento,

excepto la inyeccidn.

No se utilizd un conejo para andlisis de pirdgenos mas de
una vez cada 48 horas y no antes de 2 semanas despues de
haber sufrido un aumento de temperatura dg 0.6° o mas
mientras estuvo sometido al anilisis de pirdgenos, o después
de habersele administrado una muestra que hubiera resultado

pirogénica.

- Procedimiento
Se realizd el andlisis en un Area separada disefiada
unicamente para andlisis de pirbgenos. Se retird toda la co-

mida a los conejos durante el periodo del andlisis. El agua se
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suministrd libremente.

Se sujetd a los conejos ligeramente por el cuello de forma
que pudieran tener una postura natural de descanso. Se
determiné la temperatura de control de cada conejo durante
los 30 minutos anteriores a la inyeccibén de la dosis de
analisis: esta temperatura es la base para la determinacidn
de cualquier incremento resultante de la inyeccidn de la

muestra.

En cada grupo de conejos del anilisis, se utilizaron solo
aquellos cuyas temperaturas control no variaron m4s de I°
entre ellas, y no se utilizaron 1los que tenian wuna

temperatura que. sobrepasara los 39.8°.

Se inyectd en la vena marginal de la oreja de cada uno de los
tres conejos el volumen especificado en la monografia
individual de USP XXI, 1985 para cada muestra: 10 mL/kg para
las muestras de agua para inyeccidén (p 1123) y cloruro sbdico
0.9% (p 966), y 5 mL por kg para las de bicarbonato sddico
8.4% (p 965), completando cada inyeccién en 10 minutos desde

del comienzo de la administraciébn.

Antes de inyectar, se calentd la muestra a una temperatura de

37 ¥2° . sge registrd la temperatura 1, 2 y 3 horas después
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de la inyeccion.

Se sometieron a este método de analisis en grupos de tres
conejos cada uno de los lotes de inyectables no contaminados
y cada tipo y diluciédn de inyectables previamente

contaminados con E. coli y después esterilizados.

El agua para inyeccién se hizo previamente isotbnica con
cloruro sbdico sometido a despirogeneizacién en viales gque
contenian 450 mg del mismo para diluir con el agua destilada
a analizar en csp 50 mL, consiguiendo una concentracion final
del 0.9%. Para conseguir el cloruro sbdico apirégeno se
sometieron los viales cubiertos con papel de aluminio a 200°

durante una hora segiin indica Personeus (1973).

También se inyectd a 8 conejos 10 ng/kg de endotoxina E.
coli 055:B5 para estudiar los incrementos de temperatura
producidos y verificar que la colonia en la que se habian

realizado los andlisis daba respuestas pirogénicas positivas.
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Método de medida de la agregacidén plaquetaria producida por

endotoxina
Método de Born y Cross (1963) en plasma rico en plaquetas (PRP)

Es un método fotométrico basado en la medida de los cambios de
transmisidén de la luz  que ocurren durante el proceso de
agregacidn plaquetaria. El procedimiento empleado es el

siguiente:

Se obtiene 1la sangre por extraccién de una de las venas de la
cara anterior del codo utilizando como anticoagulante el

citrato sédico al 3.15 % en la proporcidén 1/9.

Se prepara un PRP, centrifugando la sangre 1200 rpm durante 10
minutos y separando el sobrenadante. El resto se centrifuga a
12000 rpm durante 5 minutos mis para obtener el plasma pobre en
plaquetas (PPP). Se wutilizan individuos c¢on recuentos de
plaquetas entre 150.000 y 300.0000 plaquetas/mm3. Se establece
la linea de base colocando en el tubo del agregdmetro 0.45 mL

de PPP.

Se colocan 0.45 mL de PRP ajustados a 150.000 plaquetas/mm3
en el tubo del agregbémetro y se afade el agente agregante (ADP
o endotoxina) en un volumen fijo que se determina en cada caso.

Un registrador conectado al agregbmetro nos dar4a una gréafica
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de la .agregacién. El cilculo se realiza sobre la grafica. El

parametro de mayor interés es:

- Agregacién méxima (AM). Expresa en 3% la altura alcanzada

respecto a la linea de base (aumento del paso de luz).

Otros pardmetros que se tienen en cuenta con algunos agentes

agregantes son:

- vVelocidad de agregacién. Expresa el % de agregacidn gque

se ha producido en el primer minuto.

- Tiempo de latencia. Tiempo transcurrido desde la introduccidn

del agente agregante y el inicio de la agregaciodm.

- cCambio de forma: expresa el cambio de forma de las plaquetas

y se traduce por una disminucidén del paso de luz.

b. Metodo de agregacién en sangre total (Cardinal y Flower, 1980).

Consiste en registrar los cambios de impedancia que se producen
entre dos electrodos situados en el interior de la cubeta del

agregbémetro (figura 7)

Segin observaciones realizadas con microscopia electrbnica por
el mismo autor cuando se colocan los electrodos en la cubeta
del agregbdmetro, estos quedan recubiertos por una monocapa de

plaquetas. Si no se afiade ningin agente agregante, no hay mas
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Figura 7. Fundamento del método de agregacidn
plaquetaria en sangre total (Cardinal y Flower,

1980) .
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interacciones entre las plaquetas y los electrodos y la

conductancia entre ambos electrodos se mantiene constante.

Si se afiade un agente agregante las plaquetas se agregan sobre
la monocapa que se ha formado previamente: estos agregados
interfieren la conduccién entre los electrodos con lo que se
produce un aumento de la impedancia. Al igual que con el
lumiagregémetro con la técnica de Born, la magnitud de la

respuesta es proporcional al recuento de plaquetas.

- Realizacidén del ensayo
Las muestras de sangre se obtuvieron de 3 voluntarios sanos.
Se extrae sangre de la vena anterior del codo con el
siguiente anticoagulante: heparina 2 U/mL y citrato sddico al
1% en la proporcidén 1 en 9 de sangre. Se coloca en la cubeta
del agregbémetro 1 mL de sangre total y se introducen lo.

electrodos en la cubeta.

Se ajusta la linea de base y se procede a anadir el agente
agregante: en nuestro caso endotoxina en diferentes
concentraciones, 2.5, 12.5 y 25 mg, y ADP 2.5 y 5 aM sobre
la agregacidn plaquetaria en sangre total y en plasma rico en
plaquetas.

Tambien se investigd la posible potenciacién de la agregacidn
producida por endotoxina con el agente agregante ADP en

concentraciones de 2.5 y 5 aM.
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IIT RESULTADOS

1. Analisis microbioldgico anterior a la esterilizacidn

a) Inyectables no contaminados

- Ampollas de agua para inyeccidén (Lote S-100)

Gérmenes anaercbios

No se detectd crecimiento.

Hongos y levaduras

No se detectd crecimiento.

Gérmenes aerobios

Se obtuvieron los resultados que se indican en la tabla 12.
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. Tabla 12: Recuentos de gérmenes aerobios en agua
para inyeccidén sin contaminar.

Muestra NUmero
gérmenes/10 mL

1P 68

2 P 61 x = 63,66
p

3p 59 s = 8,7

4 P 54 s = 3,6
X

5 P ' 79 s = 13,7
Y

6 P 61

1 F 19

2 F 16 £f=14.16

3 F 12 s = 4.2

4 F 14 s = 1.74
X

5 F 7 sr= 30

6 F 17

P = Ampollas del principio del lote
F = Ampollas del final del lote
t = 12,45 p<< 0.0001

Hay diferencias muy significativas
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No pudo identificarse el germen. Solo se detectd como bacilo no
fermentador. Se encuentran diferencias significativas entre
las ampollas del principio del lote (P) y las del final (F).
Estas diferencias carecen de importancia porque en todos los
casos los valores mayores del nimero de gérmenes son inferiores
a 100 por mL.

Inyectable de cloruro sbdico 0.9% (Lote S-200)

Gérmenes anaerobios

No se detectd crecimiento.

Levaduras y hongos

No se detectd crecimiento.

Gérmenes aercbios
Los recuentos se indican en 1la tabla 13. Se aislaron

Pseudomonas putida fluorescens y Staphylococcus coagulasa

negativo. Hay diferencias significativas entre el
principio y el final del lote pero sin importancia pues

todos los recuentos son inferiores a 100 gérmenes/mL.
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Tabla 13: -Recuentos de--gérmenes aerobios en
inyectable de cloruro sbédico 0.9% anterior
a la esterilizacibdn.

Muestra Nimero

gérmenes/10 mL

1P 458

2 p 332 x = 432,5
P

3P 427 s = 150,50

4 p 653 s = 61,45

X X

5P 511 s = 34,8
X

6 P 214

1F 46

2 F 42 x = 32,5
f

3 F 21 s = 9,77

4 F 26 s = 3,9
X

5F 33 s = 30
r

6 F 27

Ampollas del principio del lote
Ampollas del final del lote
6.49 p << 0.0001

diferencias muy significativas
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--Comparacidén de los recuentos en agua y en cloruro

sb6bdico 0.9%.

Muestras P del comienzo de los lotes
t =6 p<0.0001
Se contamina mucho mas el cloruro sbédico al 0,9% del

comienzo del lote.

Muestras F del final del lote

t = 4,2 p<0.0009

Hay diferencias significativas en los recuentos de los
finales de 1los lotes (aunque se puede considerar que las
diferencias son algo mAs significativas en el principio

del lote).
— Bicarbonato sbdico 8.4% (Lote $-300)

Gérmenes anaerobios

No se detectd crecimiento.

Levaduras y hongos

No se detectd crecimiento.

Gérmenes aerobios
No se presentd crecimiento en ninguno de 11 filtros. En ¥no

se aisld 1 colonia de Staphylococcus epidermidis.




-132-

b) Soluciones previamente contaminadas con E. coli.

De acuerdo con el planteamiento de las experiencias indicado en
Material y Métodos, se realizaron distintas diluciones de E.

coli en tres soluciones iguales que los inyectables que iban a

ser analizados pero que previamente se habian demostrado

.apirbgenas por LAL.,

FEstos recuentos realizados sobre filtro de 0.45 am, dieron los
resultados que se indican en la tabla 14 para las soluciones de
agua, cloruro sbdico 0.9% y bicarbonato s6dico 8.4% y en la
figura 8 se expone una placa con el filtro y recuento de

colonias.
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Tabla 14. Recuentos en soluciones contaminadas con
E. coli (nfimero de gérmenes por mL).

Nimero de NGmero de gérmenes viables
gérmenes
tedrico

Media de recuentos en 6 filtros

Cloruro sbdico 0.9%

10.000 5187
1.000 484
100 50
10 4

Agua para inyeccidn

10.000 1
1.000

100

10

o= oW

Bicarbonato sbdico 8.4%

10.000 6
1.000 2
100 0

10 0
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Figura 8. Placa con filtro para recuento bacteriano.
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2. AnAlisis con lisado de amebocitos de Limulus

a) Inyectables no contaminados

- Agua para inyeccidn

LAL "Pyrogent". Mediante este método de gel firme - no gel
se realizaron anilisis de 12 muestras del lote de agua para
inyeccibn. Todas dieron ausencia de gel, iqual que el

control negativo (figura 9).

LAL "Coatest endotoxin". Se realizd recta de calibrado
con sucesivas concentraciones de endotoxina con los
resultados que se indican en la tabla 15 y figura 10. Las
concentraciones de endotoxina halladas para las muestras

se exponen en la tabla 16.
- Cloruro sbédico al 0.9%

LAL "Pyrogent". El resultado fue para todas las muestras

negativo.

LAL "Coatest endotoxin". Se realizd recta de calibrado
con sucesivas concentraciones de endotoxina con los
resultados que se indican en la tabla 17 y figura 11. Las
concentraciones de endotoxina halladas para las muestras

se exponen en la tabla 18 .




-136-

Figura 9. Controles negativo y positivo en LAL

"Pyrogent".
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Tabla 15: Valores para la recta de calibrado en agua
para inyeccidn.

Concentracidn

endotoxina Absorbancias, 405 nm _
en pg/mL n=>5 A
12.5 0.080 0.081 0.101 .097 .093 0.090
25 0.210 0.186 0.176 .162 .195 0.186
50 0.380 0.393 0.376 .380 .303 0.366
75 0.599 0.567 0.574 .515 .445 0.540
100 0.752 0.765 0.760 .676 .647 0.720
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Figura 10. Recta de calibrado en agua para inyeccidn.
A, absorbancia a 405 nm; C, concentracidén de endotoxi-

na en pg/mL.
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Tabla 16: Concentraciones de endotoxina en las ampollas
de agua para inyeccidén no contaminadas.

Muestra Absorbancia Concentracidn
endotoxina
405 nm en pg/mL
1 0.070 < 12.5
2 0.118 16.9
3 0.050 < 12.5
4 0.030 < 12.5
5 0.060 < 12.5
6 0.050 < 12.5
7 0.076 < 12.5
8 0.025 < 12.5
9 0.040 < 12.5
10 0.065 < 12.5
11 0.044 < 12.5

12 0.037 < 12.5
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Tabla 17. Valores para recta de calibrado en cloruro

sbdico 0.9%.

Concentracidn Absorbancias, 405 nm

endotoxina _

E. coli pg/mL n=>5 A
12.5 0.042 0.054 0.063 0.051 .040 0.050
25 0.113 0.111 0.114 0.088 .099 0.105
50 0.232 0.219 0.203 0.223 .198 0.215
75 0.304 0.312 0.359 0.284 .366 0.325

100 0.441 0.410 0.423 0.396 .430 0.440
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Figura 11. Recta de calibrado en cloruro sbédico 0.9%.

A, absorbancia a 405 nm;

na en pg/mL.
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concentracién de endotoxi-

s

e o A




-142-

_Tabla 18. Muestras de cloruro sbédico 0.9% sin contaminar

Muestra Absorbancia Concentracibn
endotoxina
405 nm en pg/mL

1 0.018 < 12.5
2 0.016 < 12.5
3 0.008 < 12.5
4 0.034 < 12.5
5 0.060 16.2
6 0.055 14.3
7 0.076 18.7
8 0.105 25

9 0.020 < 12.5
10 0.009 < 12.5
11 0.016 < 12.5

12 0.031 < 12.5
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- Bicarbonato sbédico 8.4%

Estudio de inhibicidn.

LAL "Pyrogent".

Esta solucidn inyectable presenta problemas de inhibicién
de la reaccion LAL debido a su pH mayor de 8 (en las
muestras analizadas 8.3), a su elevada concentracién
idénica y a su capacidad para quelar el ion calcio. Estos

factores se estudian a continuacién.

Influencia del pH. Siguiendo las instrucciones del método
Pyrogent de Mallinckrodt y la USP XXI (1985), se ajustd el
pH entre 6 y 7.5 con ClH 12 N. Se plantearon dos tipos de
experiencias: A la mitad de las muestras a analizar se les
afiadié 0.1 mL de ClH en 9 mL de bicarbonato sb6dico 8.4% y

a la otra mitad 0.6 mL de ClH.

Concentracidén idnica. Se sometieron al andlisis muestras
de bicarbonato sédico 8.4% sin diluir y diluidas con agua

destilada apirdgena 1/10.

Quelacién o precipitacién del calcio. El reactivo LAL
Pyrogent utilizado contiene en cada vial de andlisis Gnico

0.14 mg de calcio. Este ién favorece la reaccidn de




-144-

gelificacién. Asi gran cantidad de sustancias que inhiben
la reaccién de gelificacién que se produce entre
endotoxina y LAL, quelan el calcio. El bicarbonato sbdico
8.4% forma con el calcio un precipitado de carbonato que
es mucho menor con bicarbonato sédico 0.84% y que casi
desaparece al afladir ClH. Este hecho puede explicar la
menor inhibicién de la reaccién LAL-endotoxina con el

bicarbonato sbdico 0.84% y el pH mas acido.

Para estudiar la influencia de estos factores se disefid el
esquema experimental que se indica en las tablas 19 y 20.
Se sometieron al andlisis cualitafivo Pyrogent las
muestras de bicarbonato a las que se les habia afiadido
endotoxina en la concentracién gque se indica. Se
analizaron 4 muestras para cada tipo de dilucién y 4

determinaciones por muestra.
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Tabla 19. Estudio de la inhibicién del LAL por
bicarbonato sbddico. Muestras sin diluir y diluidas;
pH sin ajustar. ‘

Concentracidn Endotoxina pH Resultado
bicarbonato anadida LAL
sbdico pg/mL

8.4% 100 8.30 -
0.84% 10 B8.65 ++
0.84% 100 8.65 ++

- Ausencia de gel

+ Aumento ligero de viscosidad
++ Aumento notable de viscosidad
+++ Gel firme



-146-

Tabla 20. Estudio de la inhibicién de 1la reaccibén LAL
por bicarbonato sbdico. Muestras con pH ajustado. Ver
tabla 19.

Concentracidn Endotoxina ClH pH Resultado
bicarbonato anadida anadido LAL
sbédico pg/mL en mL

8.4% 100 0.1 7,80 +

8.4% 100 0.6 6,65 ++
0.84% 10 0.1 8,10 ++

0.84% 100 0.6 7,80 ++
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Determinaciones en las muestras

LAL "Pyrogent"

Las ampollas de bicarbonato sbdico 8.4% diluidas 1/10 vy
corregido el pH, dieron resultados negativos por el método

cualitativo todas las muestras (ausencia de gel).

LAL "Coatest endotoxin"

Los resultados para la recta de calibrado en bicarbonato 0.84 3%

(figura 12) se indican en la tabla 21.

Las concentraciones de endotoxina determinadas para los
inyectables sin previa contaminacién se exponen en la tabla 22.

Todos dieron valores menores de 12.5 pg/mL.




-148-

Tabla 21. Valores para la recta de calibrado en
bicarbonato sbdico 0.84%

Concentracién Absorbancias, 405 nm

endotoxina A
en pg/mL =5

12.5 0.028 0.034 0.030 0.039 0.044 0.035
25 0.055 0.075 0.072 0.063 0.060 0.065
50 0.125 0.131 0.140 0.115 0.160 0.134
75 0.190 0.210 0.205 0.185 0.210 0.200
100 0.251 0.272 0.284 0.255 0.268 0.266
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12.5 25 50 75 100 C

r = 0.99 y = 0.36 + 2.65x

Figura 12. Recta de calibrado en bicarbonato sédico 0.84%.
A, absorbancia a 405 nm; C, concentracidén de endotoxina

en pg/mL.
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Tabla 22. Concentraciones de endotoxina en las muestras

de bicarbonato sbédico 8.4%

Muestra Absorbancia Concentracion
endotoxina
(f = 10) 405 nm en pg/mL
1 0.024 < 12.5
2 0.037 < 12.5
3 0.027 < 12.5
4 0.024 < 12.5
5 0.025 < 12.5
6 0.033 < 12.5
7 0.010 < 12.5
8 0.017 < 12.5
9 0.026 < 12.5
10 0.015 < 12.5
11 0.029 < 12.5
12 0.026 < 12.5
f = factor de dilucion para evitar inhibicidn

de la reaccidn LAL por bicarbonato sddico

8.4

oo
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b) Inyectables previamente contaminados con E. coli.
LAL "Pyrogent"
- Agua para inyeccidn

No se produjo aumento de viscosidad ni formacidn de gel
para las concentraciones tebricas de 10 y 100 gérmenes por
mL. Se observd ligero aumento de viscosidad para 1000 y

notable aumento para 10000 gérmenes por mL (tabla 23).
- Cloruro sbdico 0.9%

Los resultados obtenidos en esta solucidn sin corregir el
pH, como indican las instrucciones de la firma fabricante,
fueron de aumento ligero de viscosidad para las
concentraciones de 10.000 y 1.000 gérmenes/mL tebricos y

negativos en las concentraciones 100 y 10 gérmenes/mL.

Por diferir estas observaciones de los resultados hallados
para estas mismas muestras , con el método LAL "Coatest
endotoxin" (elevadas concentraciones de endotoxina, tabla
26), se ajustd el pH de la solucién a 7 y se repitieron
los analisis; aumentd ligeramente la positividad para
10.000 y 1000 gérmenes por mL, sin variar los resultados

en el resto de las diluciones (tabla 24).
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' Los ensayos . realizados en paralelo con la endotoxina
control E. coli 055:B5, produjeron resultados mis
positivos, con menor concentracién de endotoxina, que los
obtenidos en las soluciones contaminadas con E. coli
hospitalario. Se expresan los resultados en UE/mL para que
sean comparables por utilizar los dos-reactivos diferentes

endotoxinas de control (tabla 24).
- Bicarbonato sbdico 8.4%

Las muestras de todas 1las diluciones de E. coli en
bicarbonato sdédico diluidas 1/10, dieron ausencia de

gelificacibén (tabla 23).
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Tabla 23: Resultados de agua para inyeccién vy
bicarbonato sédico 8.4% contaminados con E. coli,
mediante método LAL "Pyrogent". Ver tabla 19.

Gérmenes/mL Agua para Bicarbonato
tebricos inyeccibn sddico 8.4%
(f = 10)
10.000 ++ -
1.000 + -
100 - -

10 - -
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Tabla 24. Gelificacidn del LAL "Pyrogent" por cloruro

sddico 0.9% contaminado con distintas diluciones de

E. coli hospitalario y con dos concentraciones de
endotoxina E. coli 055:B5. Ver tabla 19.

pH
Contaminacidn Gérmenes,/mL UE/nmL
5.5 7

Endotoxina E. 1 +++ +4+
coli 055:B5 :

0.5 ++ +++
E. coli 10.000 540 + ++

1.000 31.7 + +

100 5.2 - -

10 0.3 - -
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LAL "Coatest endotoxin"
- Agua para inyeccidn.

En la tabla 25 se indican las concentraciones de
endotoxina halladas en agua para inyeccibén previamente

contaminada.
- Cloruro sbédico 0.9%

Los resultados de las concentraciones de endotoxina
obtenidas para las diferentes diluciones de E. coli en
cloruro sbédico 0.9% sometidas después a esterilizacidn se
indican en 1la tabla 26. Fue preciso diluir las muestras
para determinacién de las concentraciones de endotoxina
con el factor f que que se expone en la tabla para
conseguir niveles de endotoxina dentro de los limites del
método de sustrato cromogénico. Las concentraciones
obtenidas se multiplicaron por el correspondiente factor

de dilucibn al que se habian sometido.
- Bicarbonato sbdico 8.4%

Las concentraciones de endotoxina en pg/mL halladas para

las diferentes diluciones se exponen en la tabla 27.
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Tabla 25: Resultados de agua para inyeccibn contami-
nada previamente con E. coli, mediante método LAL
"Coatest endotoxin"

Nimero colonias Absorbancia Concentracidn
endotoxina
405 nm pg/mL

Tebricos Viables

10 0 0.127 15.5
0.120 14.5
0.092 12.5
100 1 0.147 17.5
0.156 18.5
0.178 22
1000 7 0.185 25
0.194 25.5
0.193 25.2
10000 15 0.214 26.5
0.200 26

0.207 26.3
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Tabla 26: Resultados con cloruro sbdico 0.9% contami-
nado-previamente con E. coli mediante método LAL

"Coatest endotoxin"

Namero colonias Absorbancia Concentracidn
405 nm endotoxina
Tebrico Viables pg/ml
10 4 0.115 25.5
0.105 25
0.109 25.2
100 50 0.184 42
0.180 41.5
(f = 10) 0.190 42.5
1000 484 0.118 25.7
0.113 25.3
(E = 100) 0.110 25.1
10000 5187 0.190 42.5
(£ = 1000) 0.186 42.2
0.195 45

f = Factor de dilucidn necesarioc para alcanzar niveles
de endotoxina problema
la recta de calibrado que indica la técnica.

dentro de los valores de
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Tabla 27: Resultados bicarbonato s6dico 8.4% contami-
nado previamente con E. coli, mediante método LAL
"Coatest endotoxin"

Nimero colonias Absorbancia Concentracidn
de endotoxina
405 nm pg/mL e

Tebricas Viables

10 0 0.005 < 12.5
0.003 < 12.5
(£=10) 0.010 < 12.5
100 0 0.012 < 12.5
0.015 < 12.5
(£=10) 0.007 < 12.5
1000 1 0.011 < 12.5
0.015 < 12.5
(£=10) 0.008 < 12.5
10000 4 0.012 < 12.5
0.013 < 12.5
(£=10) 0.020 < 12.5

f = factor de dilucidén de 10 para todas las muestras
para evitar la inhibicién de la reaccidén LAL por
el bicarbonato sbédico 8.4%



-159-

3. Analisis en conejos

Interpretacién del andlisis (USP XXI, 1985, p 1181)

Se considerd cualquier disminucién de temperatura como aumento
cero. Si ningun conejo mostrd un aumento individual de
temperatura de 0.6 ° 0 mas por encima de su temperatura control
respectiva, y si la suma de los tres incrementos maximos de

‘temperatura individuales no sobrepasd 1.4°, el producto reunia

los requisitos para ausencia de pirbgenos.

Si cualquier conejo mostrd un aumento de temperatura individual
° ’ . . ’ .

de 0.6 o mas , o si la suma de los tres incrementos maximos de

temperatura individuales excedid® 1.4° , se continuaba el

andlisis utilizando otros 5 conejos.

Si no mas de 3 de los 8 conejos mostraron aumentos individuales
de temperatura de 0.6 o mas y si la suma de los 8 incrementos
maximos individuales de temperatura no excedié 3.7°, el
material a examinar reunia los requisitos para ausencia de

pirdgenocs.
a) Inyectables no contaminados

En las figuras 13, 14 y 15 se exponen las grificas de
temperatura rectal obtenidas en conejos despues de la
inyeccién de las ampollas sin contaminar. Han sido curvas

que indican ausencia de pirdgenos.
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b) Soluciones contaminadas con E. coli.

Los incrementos de temperatura en conejos después del
andlisis fueron nulos o bajos para todas las diluciones de
E. coli en agua para inyeccidén con 10, 100 y 1.000 gérmenes
por mL (tabla 28, figuras 16 y 17). La dilucién de 10.000
gérmenes por mL produjo ;anélisis positivos después de la

repeticidén con 5 conejos mas (tabla 29).

El inyectable de cloruro sddico 0.9% con 10 colonias/mL, did
incrementos maximos cuya suma excedibé 1.4° . Se continud el
andlisis con otros 5 conejos; la suma de los 8 incrementos
midximos de temperatura fué mayor de 3.7° , y por tanto
resultado positivo (tabla 30 y figura 18). Las diluciones
de E. coli en cloruro sbédico 0.9% de 100, 1000 y 10000
colonias/ml. anteriores a la esterilizacién con importantes
concentraciones de endotoxina determinadas por LAL "Coatest
endotoxin", no se analizaron en conejos para evitar pérdidas

de animales.

Todas las diluciones de E. coli en bicarbonato sbdico 8.4%
dieron resultados en conejos positivos (tablas 31 y 32,

figura 19).
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Tabla Zéfa Resultados anAlisis en conejos de agua

para inyeccidn
( A temperatura en® )

previamente contaminada con E. coli

Namero Conejos A Temperatura
colonias/mL 1-°h 2:7 h 3.
1 0 0 0
10 2 0 0 0.1
3 0.2 0 0
1 0 0.1 0
100 2 0.1 0.3 0.2
3 0.1 0.2 0.2
1 0.3 0.3 0.4
1000 2 0 0.2 0.2
3 0 0 0.1
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Tabla 29. Resultados andlisis en conejos
de agua para inyeccién, dilucidén de 10.000
gérmenes/mL de E. coli ( A temperatura en'®).

Conejos A Temperatura

lh 2 h 3 h
1 0.4 0.4 0.4
2 0.6 1.2 1.4
3 0.4 0.6 0.7
4 0.4 0.4 0.5
5 0.6 1.1 1.1
6 0.4 0.6 0.6
7 0.5 1.1 1.2
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Tabla 30. Resultados andlisis en conejos de cloru-
ro sbédico 0.9% previamente contaminado con E. coli
(A temperatura en® ).

Namero Conejos A Temperatura

colonias/mL 1--h 2:h 3 .h
1 0.4 1.7 1.7

10 2 1 1.4 1.2
3 1.3 1.7 1.9
4 0.4 1 1.4
5 0.3 0.9 0.9
6 0.9 1.2 1.5
7 0.8 1.3 1.9
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Tabla 37. Resultados andlisis en conejos de bicar-
bonato sbédico 8.4% previamente contaminado con
E. coli (A temperatura en°’ )

Nimero Conejos A Temperatura
colonias/mL 7
1.: h 2''h 3:h

10 1 0.8 0.8 1.2
2 0.7 0.4 1
3 0 0.4 0.9
4 0.5 0.7 1
5 0.3 0.6 1.1
6 0.7 0.8 0.9
7 0.6 0.9 1.2
8 0.4 0.6 0.9

100 1 0.4 1 1.2
2 0.6 1.2 1.6
3 0.4 1.1 1.8
4 0.3 0.9 1.2
5 0.4 1 1.6
6 0.5 1.1 1.7
7 0.3 0.8 1.1
8 0.3 0.6 1
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sbdico 8.4% previamente
(A temperatura en® )

Resultados andlisis en conejos de bicar-

contaminado con

Namero Conejos A Temperatura
-colonias/mL .
1'h 2 3
1.000 1 0.5 0.8 1.2
2 0.4 0.7 1.4
3 0.6 0.9 1.5
4 0.7 1 1.6
5 0.5 0.8 1.3
6 0.6 1.5 1.7
7 0.7 1.4 1.5
8 0.5 1 1.3
10.000 1 0.7 0.2 0.5
2 0.8 0.8 0.8
3 0.9 1.2 1.6
4 0.6 1 1.3
5 0.7 0.9 1.2
6 0.5 1.1 1.1
7 0.8 1 1.3
8 0.9 1.2 1.4
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c) Resultados en conejos de 1la inyeccién de 10 ng/kg de

endotoxina E. coli 055:B5

Se verificd que la colonia de conejos en la que se
realizaron los anilisis daba respuestas pirogénicas
positivas a la inyeccidén de 10 ng/kg de endotoxina estandar

E. coli 055:B5.

La suma de los incrementos de temperatura maximos resultd
10.4 °, mayor de 3.7° y por tanto pirogénica (tabla 33 y

figura 20)
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Tabla 33£ Resultados en conejos de la
inyecciéon de 10 ng/kg de  endotoxina
E. coli 055:B5 (A temperatura en °)

Conejos | la h 2a h 3a h
1 0.9 1 0.9
2 0.7 0.5 0.5
3 0.9 1.4 1.3
4 1 1.5 2
5 0.9 1.2 1.9
6 1.1 1.3 1.6
7 0.8 1.1 1.4
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Figura 20. Ver figura 13.
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4. Método de agregacidén plaquetaria por la endotoxina.

a)

Agregacién en plasma rico en plaquetas (lumiagregdémetro):
Estudio de sensibilidad.

El ADP 5 sM produce a los 10 minutos una agregacidén de 59%

(figura 21).
Actividad de endotoxina.
- 2.5 g de endotoxina no produjeron agregacidn.

- 12.5 xg de endotoxina no produjeron agregacidén plaquetaria

en PRP.

- 25 g de endotoxina no produjeron agregacibén (vease figura

22).

- La adicidn de ADP en cubeta de experimentacién si produce
agregacién del 55% que demuestra las buenas condiciones de

la capacidad agregante del PRP en estudio.
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Figura 21. Agregacidén en PRP por ADP 5 uM.
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Figura 22. Agregacidén en PRP. Efecto de 25ag de

endotoxina y ADP 5 uM.
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b) Estudio en sangre c¢ompleta.

Se estudiaron tres muestras de sangre A, By C.

Sangre A:
Estudio de sensibilidad.

El ADP 5 mM produce una agregacién maxima de 69% en 5

minutos (figura 23).
Actividad de endotoxina.

- 1 mg de endotoxina no modifica el trayecto de la linea

base.

- 2.5 mg de endotoxina modifica en 10 minutos el trayecto
de 1la linea base en un 28 %. El ADP 5 aM produjo una caida
del 72% a partir de la agregacidén inicial producida por los

2.5 »g de endotoxina (figura 24).

- 12,5 mg de endotoxina produce un suave descenso de la
linea base (agregacion) que en 10 minutos es del 37% (figura

25).

- 25 ag de endotoxina produce una agregacidédn de 93% en 8

minutos.
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Figura 23. Agregacidn en sangre total A por ADP 5 aM.
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Figura 24. Agregacidn en sangre total A. Efecto de 2.5

mg de endotoxina y ADP 5 mM.
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Figura 25. Agregacidén en sangre total A. Efecto de

12.5 mg de endotoxina y ADP 5 uM.
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Sangre B:

Estudio de sensibilidad.

El ADP 5 M produce una agregacidén maxima del 90%.

Actividad de endotoxina.

- 2.5 ag de endotoxina no modificaron 1la agregacidn.
- 12.5 wxg de endotoxina no modificaron la agregacibn.

- 25 mg de endotoxina produjo una desviacién de la linea

base del 48% (figura 26).
Sangre C:

Estudio de sensibilidad.

El ADP 5 uM produce una agregacién mdxima del 48%.

Actividad de endotoxina.
- La adicién de 2.5 mwg de endotoxina no modifica la

agregacidn.

- La adiciébn de 12.5 ag de endotoxina produce un suave

descenso del 10%.

- La adicién de 25 ug de endotoxina modifica la agregacidn

en un 25%.
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Figura 26. Agregacidn en sangre total B. Efecto de 25 mg

de endotoxina.
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DISCUSION

1. Preparacidén de los inyectables

Los inyectables de pequeiio volumen en farmacia de hospital
deben prepararse en un laboratorio con instalaciones adecuadas
de acuerdo con las normas de buena prictica de fabricacién. Se

plantean tres posibles contaminaciones pirogénicas:

- Contaminacién bacteriana anterior a la esterilizacidén. Puede
evitarse con un correcto control en proceso (Lafuente ¥y

Hércules, 1986).

- Contaminacién por endotoxina en el inyectable terminado. Es

improbable si se ha evitado la anterior.
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- Otros productos pirogénicos. Los afios de experiencia en el
control en proceso de productos parenterales y la vigilancia de
las autoridades han demostrado gque la posible contaminacidn
pirogénica diferente de 1la endotoxina no es significativa

(Cooper, 1985).

La solucidén para evitar estos problemas debe resolverla cada
laboratorio u hospital. Incluye normas de limpieza para evitar
la contaminacién microbiana y un estricto control en proceso

con anadlisis microbiolbégico y LAL.

ILa instalacién donde se preparan 1los inyectables debe ser
sencilla y eficiente. En la figura 27 se indica un esquema de
la zona de preparacidén de inyectables. Se aplicd un programa
de limpieza y control con sistemas de filtracién de aire
desinfeccién como en quirdéfano. El aparato de filtracidén y los
tubos metidlicos gque estaban en contacto con la solucidn
inyectable fueron esterilizados en autoclave. El material de
vidrio en el que se realizd la disolucidén se habia esterilizado
por calor seco a 250°, 30 min y controlado por LAL (USP XXI, p

1343), para verificar la ausencia de endotoxina en el mismo.

Se realizaron controles microbiolégicos en los puntos 1, 2, 3 y

4 (figura 27). Un primer lote de inyectables didé resultados
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Figura 27. Esquema de la zona de preparacidn de inyectables

Zona A. Desembalado y lavado de ampollas
Zona B. Esterilizacién por calor seco y 8xido de etileno
Zona C. a. Columna desionizadora
b. Destilador
Zona D. c. Disolucidn
d. Filtracién
Zona E. e. Lienado
f. Cierre
g. Flujo laminar

1, 2, 3, 4 puntos de control

X. Autoclave
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negativos en los puntos 1, 2 y 3. Sin embargo los recuentos a
la salida de la maquina de llenado y cerrado de inyectables

(zona E) fueron de 100-1000 gérmenes/mL.

Se esterilizaron por 6xido de etileno los tubos de silicona de
la méquina. Una valvula que controla el llenado (punto 4), que
no se esterilizaba fué&, el Gltimo punto de contaminacibn. Se
pasaban a través de ella 500 mL de hipoclorito sbédico 1000 ppm
y 3000 mL de agua para inyeccidén; se consiguieron recuentos a
la salida de la maquina menores de 50 gérmenes/mL. A partir de
los resultados de los controles iniciales, se aplicd este
protocolo. de desinfeccién de los aparatoé en contacto con la
solucidn inyectable y se fabricaron los tres lotes de

inyectables no contaminados.

Para disminuir todavia mas la carga bacteriana (hasta 1 gérmen
en 100 mL) puede realizarse, antes de iniciar la fabricacidn
diariamente, un lavado con detergente clorado en 200 ppm y
después pasar agua para inyeccidén a 80-100° , 20 minutos

(Lafuente, 1986).

USP XXI p 1353 considera que los recuentos microbianos de
gérmenes aerobios en agua para inyeccidén pueden ser de hasta 50
gérmenes/mL. y que si se aproximan o exceden a ese valor, es
preciso tomar medidas correctoras como cloracién, filtracidn,

radiacion etc.




-189-

La instalacién puede mejorarse para evitar la contaminacibén con
mamparas de aluminio selladas con plastico, cierre hermético de
las puertas, sobrepresién en el 1lugar de llenado, evitar
angulos, techo plastificado y lavable. Debe mantenerse el
cierre con especial cuidado en E. Puede instalarse sobrepresidn

E/D de 4 mm de agua, con entrada de aire filtrado.
2. Analisis microbioldgico
a. Inyectables no contaminados

En el agua para inyeccidén los recuentos fueron menores de 10
gérmenes por mL y en el cloruro sbédico 0.9% menores de 100
(tablas 12 y 13). Fueron superiores en las muestras del
comienzo de los lotes ya que la solucidén inyectable iba
arrastrando 1los gérmenes que gquedaban en el punto de

contaminacidn.

Los resultados en el inyectable de bicarbonato sbédico 8.4%
fueron negativos excepto en una placa de aerobios que did
una colonia (en una muestra de 10 mL). En los cultivos
anaerobios y de hongos y levaduras los resultados fueron

ausencia de crecimiento para los tres inyectables.

El resultado negativo final en conejos y LAL, indica que
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estos bajos recuentos anteriores & la esterilizacién no
producian contaminacién pirogénica en el producto terminado
(conejos negativo, LAL negativo). El analisis
microbioldgico fue Gtil para mejorar las. técnicas de

fabricacion ¥ 1a calidad pirogénica de los inyectables.

Por tanto con el mismo procedimiento de fabricacion, el
cloru:b sbdico 0.9%, que es un’ medio mas adecuado de
crecimiento bacteriano, da recuentos mayores;i disminuyen en
agua para inyeccién por ser un medio no isotdnico ¥ resultan
précticamente negativos en el bicarbonato sddico 8.4% que
por su elevada concentracidn ibnica y su alto pH es un medio

dificil para la multiplicacién de los gérmenes.

Estas observaciones hay dque tenerlas en cuenta en la
fabricacidn de formas farmacéuticas parenterales para
extremar el control en proceso en aguellas goluciones mAs

susceptibles de crecimiento bacteriano.

) Greppinl y Nguyen (1973) ¥ Marcus (1964) observaron que para
recuentos pacterianos menores de 1000 gérmenes viables por
mL, el analisis de pirogenos era negativo en conejos;
después de la esterilizaciédn de 1a solucidén y si damos un
factor de seguridad de 100, 10 gérmenes viables por mL O

menos asegura 1a calidad.
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pero no sblo el atmero de bacterias es un indice del nivel
pirogénico posterior a la esterilizacién sino también el
tipo de germen ijdentificado. Como jndicaba Dony (1979) los
pirégénos son sobre todo endotoxinas de los gérmenes Gram
‘negativos y determinados géneros Y especies son mas

pirogénicos que otros.

En  nuestro caso han sido bacilos Gram negativos no

fermentadores (Pseudomonas putida fluorescens) y COCOS Gram

positivos (Staphylococcus coagulasa negativo), que en los

analisis de pirdgenos posteriores 2 1a esterilizacidn dieron
resultados negativos en conejos ¥ concentraciones de

endotoxina menores de 25 pg/mL.

Hay que sefalar como pearson et al (1982) Y Weary (1986) que
las endotoxinas de gérmenes que sé aislan corrientemente en
‘las plantas de fabricacién producen menos hipertermia en
conejos que 1as endotoxinas estandar utilizadas como
referencia; lo cual coincide con nuestros resultados
observados sobre todo en el cloruro sbddico 0.9% que da
recuentos mayores Yy sin embargo resultados negativos en los

ensayos en conejos y LAL.
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b. Inyectables contaminados.

Los recuentos fueron de 0 a 15 gérmenes por mL en agua para
inyeccién, de 0 a 6 en bicarbonato sddico 8.4% y de 4 a 5187
en cloruro sbédico 0.9% (tabla 14). Por tanto como en los
inyectables no contaminados se repite la observacién de que

el crecimiento bacteriano es mayor en cloruro sbdico 0.9%.
3. Analisis LAL
a. Inyectables no contaminados

LAL "Pyrogent". Los resultados fueron negativos en todas las

muestras.

LAL "Coatest endotoxin". En agua para inyeccién las
cdncentraciones de endotoxina fueron menores de 12.5 pg/mL
excepto una muestra que dié 16.9 pg/mL (tabla 16); en
cloruro sbédico 0.9% ocho muestras contenian menos de 12.5
pg/mL y las otras cuatro estaban entre 14.3 y 25 pg/mL
(tabla 18); en bicarbonato sddico 8.4% todas fueron menores

de 12.5 pg/mL (tabla 22).
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b. Inyectables contaminados

- LAL “Pyrogent"

E1 aqua para inyeccion did aumento notable de viscosidad

en la dilucidn gde 10.000 gérmenes/mL; ligero aumento en la
de 1.000 ¥ resultado negativo en el resto (tabla 23).
Estos resultados fueron concordantes con 10s obtenidos en
conejos (tablas 2»8 y29) y en LAL "“Coatest endotoxin" en
el que 1la concentracién media obtenida para el recuento

pacteriano mayor fué de 26.2 pg,/mb (tabla 25).

El ensayo en cloruro sodico 0.9% (tabla 24), & pH 7.
resultd similar que en agua para inyecciobn; a pH 5.5 solo
aumentd ligeramente la viscosidad la dilucién de 10.000
gérmenes/mL. Este resultado no concuerda con 1o0s recuentos
microbiolégicos (tabla 14}, el ensayo en conejos (tabla
30) y 1las elevadas concentraciones obtenidas con LAL

“Coatest endotoxin", {tabla 26): puede concluirse por tanto
que el método LAL‘ npyrogent” no es valido para este
inyectable. Munson (1985) sefialaba que la reaccidn de
gelificacién era iqhibida, en algunos métodos LAL, DpOr
cloruro sddico 0.9%, lo cual coincide con nuestros

resultados en LAL wpyrogent"”.
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Todas las muestras de bicarbonato sbdico 8.4% diluidas
1/10 dieron resultados negativos con este método y con LAL
"Coatest endotoxin" (tabla 27); en conejos (tablas 31 y

32) los resultados fueron positivos.

Hemos observado, como Hochstein (1985), gque el método
basado en la presencia o auéencia de gel E£irme, se
interpreta de forma mis subjetiva y menos cuantitativa que
el método LAL con sustrato cromogénico. Levin (1985)
indicaba que 1los resultados que no son gel firme, sino
floculacién y aumento de viscosidad pueden considerarse
positivos; esto aumenta la sensibilidad del anélisis, si
los controles negativos son correctos, pero en nuestra
experiencia consideramos que dicha interpretacidn seria
menos definitiva y nos ha obligado a definir tres grados

de positividad (tabla 19).
LAL "Coatest endotoxin"

En agua para inyeccién la concentracién de endotoxina

determinada fué de 12.5 a 26.5 pg/mL (tabla 25).

En el caso del cloruro sddico 0.9% se presentd una
progresién de 25 a 45.000 pg/mL, estimada por
extrapolacién, de acuerdo con el recuento de gérmenes

viables anterior a la esterilizacién, de 4 a 5187 (tabla 14)
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Las muestras de bicarbonato sddico 8.4% resultaron con
concentraciones de endotoxina menores de 12.5 pg/mL (tabla
25). Como en conejos dieron resultados positivos, podemos
considerar gque este inyectable, incluso diluido 1/10,
inhibe la reaccibén de gelificacidn; estas observaciones
difieren de  las de Fussellier et al (1977) que
consideraban el rmétodo LAL como valido para este
inyectable. Nuestros datos indican que no puede

utilizarse.
c. Inhibicién de LAL por el bicarbonato sédico 8.4%

Muestras con pH sin ajustar. Se observa (tabla 19) que las
muestras sin diluir, con 100 pg/mL de endotoxina estandar y
pH sin ajustar dieron resultados negativos, lo que indica
inhibicién de la reaccidn de la endotoxina con LAL. Si se
afiadia 1la endotoxina en concentraciones de 10 y 100 pg/mL a
la muestra diluida {bicarbonato sbdico 0.84%), 1los
resultados eran positivos; por lo tanto no inhibia la

reaccidn.

Muestras con pH ajustado. En las muestras no diluidas las

de pH 7.80 dierom resultados menos positivos que las de pH
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6.65, con concentracidén de endotoxina de 100 pg/mL. Las
muestras diluidas dieron todas resultados positivos ain con
la concentraciébn de endotoxina de 10 pg/mL

independientemente del pH (tabla 20).

Storck (1979) sefiald que el ién calcio se afiade al reactivo
LAL para gque favorezca la reaccidén de gelificacidn y tenga
una mayor sensibilidad. Observd inhibicién en heparina
sbdica pero no en heparina cédlcica. Gran cantidad de
sustancias que inhiben la reaccidn de gelificacién, quelan
el calcio. Asi Murata et al (1976) comunicaban la inbicidn
por el fosfato sddico (32 p) y el fitato (°9 Tc); Sullivan y
Watson (1975) la inhibicidn por la hepa;ina sbdica; Van
Noordwijk y de Jong (1977) por la tetraciclina y 1la

oxitetraciclina; Fussellier et al (1983) por las soluciones

de citratos y fosfatos.

El bicarbonato sédico con el calcio forma un precipitado de
carbonato (dependiente de su concentracién y del pH).
Ccuando las muestras se someten a dilucidn o si se disminuye
el pH, precipita menos el calcio presente en el reactivo y

por ello la reaccién no se inhibe.

En experiencias adicionales comprobamos que cuando se afadia

cloruro calcico en la misma concentracidén que la contenida
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en el reactivo a las muestras de bicarbonato sddico 8.4% se
formaba un precipitado abundante y claro. Sin embargo
cuando esta misma cantidad se adiciona a las muestras ron
bicarbonato sbédico 0,84%, aparece una'ligerisima turbidez.
Al adicionar 0,6 mL de ClH, a las muestras anteriores, el
precipitado se disuelve. La disolucién es menor cuando solo
se afiaden 0,1 mL. Estas observaciones pueden confirmar

todos los resultados expuestos.

A pesar de que el estudio de inhibicibén, realizado con
endotoxina estandar, indica que se evita la inhibicibén con
la dilucidén y el ajuste de pH, los resultados negativos con
LAL y positivos en conejos del bicarbbnato sbédico 8.4%
contaminado sugieren que el método LAL no es valido para

este inyectable.
Limites de endotoxina

Cooper (1985) seflalaba que el acuerdo entre FDA e industria
farmacéutica consideraba el 1limite de concentracidén de

endotoxina para los inyectables en 5 UE/kg (400 pg/kg de la
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endotoxina 011:B4) que es la dosis umbral pirogénica en

conejo.

En los inyectables de agua para inyeccidn y cloruro sédico
0.9% con una dosis en conejo de 10 mL/kg, la concentracidn
maxima permitida seria 40 pg/mL. Los inyectables no
contaminados analizaéos estan por debajo de estos limites.
Los inyectables contaminados con E. coli hospitalario, sin
embargo; aungue las diluciones de 10 gérmenes/mL en cloruro
sbédico 0.9% y de 10.000 gérmenes/mL en agua para inyeccidn
(tablas 25 y 26), contienen menos de 40 pg/mL, han producido
resultados positivos en conejos. Esto puede sugerir'que los
limites de endotoxina establecidos por las autoridades,
deben referirse a la endotoxina que pueda producirse en una
planta de fabricacién; no a una contaminacién c¢on una
endotoxina estandar 0o con un bacteria Gram negativa

seleccionada como en nuestra experiencia.

Pearson (1985) observd que concentraciones de endotoxina
ambiental diez veces superiores a 5 UE/kg no producian
respuesta pirogénica en conejo y que por tanto con ese
limite de endotoxina se trabaja con un factor de seguridad
de diez. Esta observacidén coincide con nuestros resultados

si comparamos inyectables contaminados y no contaminados;
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para concentraciones de endotoxina similares (tablas 18 y
26) los resultados en conejos £fueron negativos en los
inyectables no contaminados y positivos en los

contaminados).

Aplicacién del an&lisis LAL en farmacia de hospital

El ensayo en conejos precisa un estabulario y personal para
su mantenimiento, condiciones dificiles de tener en una
farmacia de hospital. El anélisié LAL es mas sencillo y
menos costoso cuando se ha validado para un determinado
medicamento. Puede ser una alternativa adecuada al método en
conejos si se realiza también un correcto control

microbioldégico durante el proceso de fabricaciém.

‘La utilizacién de la técnica LAL en el servicio de farmacia,

ha dado la posibilidad de realizar andlisis de soluciones
parenterales de gran volumen, preparadas por la industria
farmacéutica, de las que se sospéchaba habian dado
reacciones pirogénicas. Se ha podido dar una respuesta

basada en un andlisis sencillo.

La via de administracidén intratecal, utilizada sobre todo a
nivel hospitalario, es especialmente sensible a la

endotoxina y pueden producirse meningitis asépticas cuando
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por esa via (Cooper, 1977). De hecho 1la FDA (1983)
establecié la concentracidén de endotoxina maxima por esta
via en 0.2 UE/mL (25 veces menos que para los medicamentos
de uso parenteral). Se ha producido recientemente una
contaminacidén por endotoxina en un inyectable para anéstesia
epidural que ha producido casos de meningitis aséptica en
varios hospitales y aungue 1os analisis en conejos daban
resultados negativos (Rodriguez—Sasiain, 1986), detectamos
en nuestro laboratorio por LAL “Pyrogent" elevadas
concentraciones de endotoxina. Por tanto el ensayo LAL se
ha mostrado mias sensible y util para este tipo de

inyectables.

4. Analisis en conejos

a.

Inyectables no contaminados

Los tres lotes cumplieron las especificaciones de ausencia

de pirdégenos de USP XXI {1985).
Inyectables contaminados

Las muestras de agua para inyeccién con 10, 100 y 1.000
gérmenes/mL no produjeron respuesta pirogénica en conejos,
resultados que concuerdan con los de Marcus (1964) y Greppin

(1973) (tabla 28):; con 10.000 gérmenes/mL (tabla 29) el
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ensayo fué positivo. Todas las muestras contaminadas, de
cloruro sédico 0.9% y bicarbonato sbédico 8.4%, dieron

respuestas pirogénicas en conejos (tablas 30, 3l y 32).

En el caso del cloruro sddico 0.9% estos resultados son
concordantes con los elevados recuentos anteriores a la
esteriiizacién y con las altas concentraciones de endotoxina
por el método LAL "Coatest endotoxin”. Sin embargc, en el
caso del bicarbonato sddico 8.4% los recuentos microbianos
eran bajos y el método LAL no definitivo por los problemas
de inhibicidén. Se sugiere que el pH elevado de la solucién y
la temperatura de esterilizacién han podido producir‘cambios
en la estructura del LIPS de Ef coli que lo hacen mas
pirogénicoe en conejos (ver Rietschel et al, 1985), El agua
para inyeccién contaminada, con recuentos microbianos
similares al bicarbonato sdédico 8.4%, no produjo respuestas
pirogénicas en conejos en las tres concentraciones de
gérmenes mAs bajas. Esta observacidén puede indicar que el
inyectable de bicarbonato sddico 8.4% posee alguna
caracteristica que lo hace mas pirogénico después de la

esterilizacidn.
Inyeccién de endotoxina.

Los 8 conejos inyectados con 10 ng/kg de endotoxina E. coli
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055:B5 experimentaron respuestas de temperatura mayores
pirogénicas segun USP. Bleeker et al (1985) indicaban que el
limite paso-fallo en conejos se habia establecido en dosis
de endotoxina de 2 a 20 ng/kg seguin el tipo de endotoxina

inyectada.
5. Efecto de la endotoxina sobre la agregacidén plaquetaria

Como se observa en las graficas, en sangre total se produce una
agregacidén con concentraciones de endotoxina de 12.5 y 25 &g
mientras gque sobre PRP en lumiagregdémetro no se detecta efecto
agregante con esas dosis de endotoxina. Estos datos Sugie:en
que la agregacién en sangre total se produce por un material
tromboplas;inico liberado de los leucocitos que da lugar a la

produccién de trombina como indicaba Muller-Berghaus (1978).

El método de agregacidn en sangre total es valido solamente con
dosis muy elevadas de endotoxina, pero no con concentraciones
menores que producen fiebre (que excedan 50 pg/mL de endotoxina

E. coli 055:B5 para dosis de 10 mL/kg).
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CONCLUSIONES

Los andlisis de pirdgenos de los tres lotes de inyectables no
contaminados han resultado negativos por el método en conejos,
bajos recuentos microbianos. anteriores a la esterilizacidén y
concentraciones de endotoxina menores de 40 pg/mL por el hétodo

LALC

. Los inyectables de agua para inyeccién contaminados con E. coli

en concentraciones tedricas de 10, 100 y 1.000 gérmenes/mL y .
recuentos de gérmenes viables de 0 a 8 gérmenes/mL, resultaron
no pirogénicos en conejos; por LAL se obtuvieron
concentraciones de endotoxina menores de 40 pg/mL. La dilucidn

de 10.000 gérmenes/mL did resultados positivos en conejos y una
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concentracidén media de endotoxina de 26.2 pg/mb.

En el inyectable contaminado de cloruro sbdico 0.9% se
obtuvieron recuentos de 4 a 3187 gérmenes/mL ¥ concentraciones
de endotoxina de 25 a 45000 pg/mL, estimadas por extrapolacién.
Los resultados en conejos fueron positivos para todas las

diluciones de E. coli.

En el inyectable contaminado de bicarbonato sédico 8.4% se
obtuvieron recuentos de 0 a b6 gérmenes/mL. La respuesta
pirogénica en conejos no concordaba con las bajas
concentraciones de endotoxina detectadas‘ con LAL, lo que se
sugiere puede ser debido a inhibicién de la reaccién LAL por el

bicarbonato sbdico, incluso en concentracién de 0.84%.

El anilisis microbiolégico anterior a 1a esterilizacidm puede
gser un método de interés para control en proceso y para prever
l1a calidad pirogénica de los inyectables terminados. Presenta
como desventajas 1a rapidez con la qué debe realizarse el
analisis, inmediatamente después del 1lenado de los envases, ¥
el tiempo de espera, durante la incubacién de las muestras e

jdentificacidén de los gérmenes.

El método LAL de deteccidn de endotoxina de gérmenes Gram

negativos se ha mostrado réapido ¥ eficaz en agua para
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inyeccidén, control de material y en proceso.

En cloruro sbédico 0.9%, con LAL "Coatest endotoxin" se han
obtenido resultados concordantes en los recuentos microbianos y
en conejos; con LAL “pyrogent" se ha observado inhibicidén de 1la
reaccidén de gelificacidén. Es preciso seleccionar el método LAL

mis adecuado para cada medicamento.

El bicarbonato sbdico 8.4%, inhibié la reaccidn LAL, con una
concentracién de endotoxina estandar presente de 100 pg/mL.
Detectd concentraciones de 10 pg/mL de endotoxina estandar,
diluyendolo 1/10. Se sugiere que el posible mecanismo de la
inhibicién puede ser debido a la separacién del ién calcio del

reactivo, necesario para la reaccidn de gelificacién del LAL.

El método de agregacidm plaquetaria ha permitido confirmar que
para producifla con endotoxina, es preciso un mediador enddgeno
que esté presente en sahgre total pero no en el plasma rico en
plaquetas. Sin embargo este método no resultd adecuado como
ensayo de pirdgenos, ya que 1as dosis de endotoxina necesarias
para producir agregacién plaguetaria son més elevadas que las

dosis pirogénicas.

Se sugiere que en farmacia de hospital el anilisis LAL puede

ser Gtil por su gsensibilidad y sencillez, si no se presentan
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interferencias. En los inyectables de administracidén intratecal
se hace imprescindible por su mayor gensibilidad que el ensayo
en conejos. Junto con el recuento microbiano anterior a la.
esterilizacién pueden ser una alternativa al analisis en
conejos. Este Gltimo, por su mayor dificultad de realizacién

en una farmacia de hospital, puede quedar reducido a aquellos

inyectables que presentan interferencias con el analisis LAL.
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