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PIROGENOS, VALORACION DE METODOS
DE ANALISIS EN FARMACIA DE

HOSPITAL

C. Lacasa, A. Agnirrezabal, M. Alvarez, T. Boada, R. de Miguel,
M. Iribarren, A, Sanz, M. L, Vilella y M. J. Yurrebaso

Hospital Civil de Bilbao.

WICCION

(.o de los pirégenos se remonta a los comien-

< vlo XX al incrementarse las reacciones febriles
.+ con el aumento de la administracion intrave-
recvoneus, 1973), Actualmente se acepta que los

« £xOpenos son principalmente endotoxinas,

a de lipolisacaridos (LPS) y proteinas de la

v externa de las bacterias Gram-negativas

sodiet al, 1985) (Figuras 1y 2).
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El LPS tiene un componente llamado lipido A
(Figura 3), que es el responsable de la accion pirogé-
nica. Recientemente, Rietschel et al (1985) han atri-
buido a los radicales R? aciloxacil con enlace amida del
lipido A, la accion pirogénica; ya que los lipidos A,
potentes pirdgenos, de algunas bacterias (Xantho-
monas sinensis 'y Chromobacterium violaceum), po-
seen estos radicales. )

En la preparacién de las formas farmacéuticas pa-
renterales, es preciso extremar las buenas practicas-de

ey
\

ariable =

. - - - MEMBRANA EXTERNA—{T1} (T TS R

—8 nmr X}

—8 nm
GRAM NEGATIVOS

a
Fig. 1.—Compracion de la estructura de las cubiertas de las bacte-
terias Gram positivas y Gram negativas (Ingraham et al., 1983).
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Fig. 2.—Representacion esquematica de los varios LPS producidos
por las cepas lisas (S) de Salmonella typhimurium y por 'varios
mutantes rugosos (R) (Lugtenbergy Van Alphen, 1983, modificado).
Man, manosa; Ramn, ramnosa; Gal, galactosa; Abe, abecuosa;
Gle, glucosa; Hep, L-glicero-D-manoheptosa, KDO; acido 2-ceto-
3-deoxioctolusénico; GIeN, glucosamina; GlcNAc, N-aceiil-D-

glucosamina; EA, etanolamina.

.

fabricacién para evitar la contaminacién pirogénica.
Los analisis de pir6genos se han realizado en diferen-
diferentes modelos «in vivow, conejos (farmacopeas),
embriones de pollo, ratones y ratas, etc. En 1956 Levin
y Bang unieron «in vitro» el lisado de amebocitos de
Limulus (LAL) y un extracto de endotoxina bacteria-
na, observando que formaba un gel. Este método fue
utilizado por Cooper et al (1971) para detectar piro-
genos en muestras problema.

En los Servicios de Farmacia de Hospital se nece-
sita un método sencillo y répido de control de pirége-
nos en los inyectables de propia fabricacion y en pro-
ductos de la industria farmacéutica que han dado
reacciones pirogénicas en pacientes. El método clasico
en conejos precisa condiciones dificiles de mantener
en una Farmacia de Hospital.
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Como objetivo nos hemos propuesto encontrar un
método practico para control de pirégenos en la fabri-
cacion de inyectables de pequefio volumen en Far-
macia de Hospital y mejorar las técnicas de prepara-
cion de estos inyectables. Para ello nos hemos basado
en los tres puntos siguientes:

1. Analizar tres lotes de ampollas de 10 ml, agua
para inyeccion cloruro sédico 0,9 por 100 y bicarbona-
torsodico 8,4 por 100, mediante los métodos de hiper-
termia en conejos, LAL y microbiolégico anterior a
la esterilizacion. Analizar tres lotes de las mismas
soluciones contaminadas previamente con recuentos
conocidos de E. coli y después esterilizadas por los
tress-métodos citados.’

2!. Estudiar la correlacion de estos métodos para
deducir la posibilidad de evitar el control en conejo.
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Fig. 3.—Estructura, mas frecuente del lipido A (modificada de
Rietschel et al., 1934).

MATERIAL Y METODOS
A)  Material
Aparatos ‘

~ Columna de intercambio iénico Dafa Mar 606.

— Aparato destilador de vidrio Vitrolab.

— Méquina llenadora y cerradora de ampollas
Macorra Autofarma 2500.

— Autoclave Labora-Adsuar. '

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

- PHmetro Crison digital 501,

~ Espectrofotometro Atom 334.

T e

— Baflo de agua termorregulado Precis-TerA, Se-

lecta S-141. .

— Agitador vibrador para tubos Héidolph 54111.
— Estufa calor seco con circulacion por aire forzado.

Selecta S-140D.

— Estufas de incubaci6n a 37 Memmert BW50.
~ Aparato de filtracién a vacio Sartorius SM-16551E

con filtro. :

— Aparato de filtracion a presién Sartorius SM-

16275.

— Cémara de anaerobiosis Gaspack BBL 60526.

— Microscopio Nikon Labophot. .

— Aparato registrador de temperatura termoeléctrico
.Ellab.
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Material desechable

—{,L Jeringas de 1, 5y 10 ml marca Ico.

Placas de Petri de 90 mm de didmetro.
[ Filtros Sartorius de 100 mm de didmetro y 0,22 mi-
| cras de poro.
— Puntas de pipeta estériles y apirégenas para pipetas
\ automaticas Gilford de 100 pl.

Reactivos

as Agua estéril para inyeccion Travenol lote T1l-
| 121c3.

— Inyectable de CINa 0,9 por 100 Travenol lote
U1L-A09C2.

— Inyectable de Bicarbonato sddico 8,4 por 100
1bys lote V1T2.

— Reactivo Pyrogent (Mallinckrodt).

— Reactivo Coatest Endotoxin (KabiVitrum).

— Endotoxina £. coli 055:15.

— Endotoxina E. coli 011 :B4.

— Cepas hospitalarias de F. coli Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Civil de Bilbao.

Animales |

— Conejosl raza albina Nueva Zelanda de 3-4 Kg
de peso.

B) Meétodos

Preparacion de las muestras
— Inyectables no contaminados.

Se prepararon tres lotes estandar de los inyectables
citados y después dei llenado de las ampollas, se sepa-
raron muestras del principio y del final de los lotes
que se filtraron a través de 0,45 um. Se colocaron los
filtros sobre placas de agar para recuento microbio-
l6gico.

El resto de las ampollas se sometio a esterilizacion.

— Inyectables contaminados.

Segtin la técnica de Marcus (1964) se prepararon
distintas diluciones de . coli en las mismas solucio-
nes, en concentraciones de 10.000, 1.000, 100 y 10 co-
lonias/ml.

Se tomaron muestras alicuotas de las diluciones que
se filtraron, incubando después los filtros en placa
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de agar Mc Conkey para recuento. El resto se distri-

buyé en viales y ampollas que se analizaron despucs

de esterilizados, por LAL y en conejos.

1. Recuento microbiclégico

Método Farmacopea Europea (1980) para detectar
la presencia de formas viables de bacterias, hongos y
levaduras. Se utilizaron medios de cultivo especificos.

2. Método LAL

— LAL Pyrogent.
pH 6-7,5.
Endotoxina E. coli 055:B5.
Tubos. Inhibicidn, positivo, negativo y muestrv.
— LAL «Coatest endotoxin». '
Emdotoxina E. coli 0111:B4.

Lectura en espectrofotometro a 405 nm.

3. Andlisis en conejos

USP XXIT (1985).

10 ml/Kg (agua para inyeccion y cloruro sédico
0,9 por 100).

5 ml/Kg (bicarbonato sédico 8,4 por 100).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se exponen en las tablas 1,
2,3vy4. ;
DISCUSION

Las endotoxinas de las plantas de fabricacién son
menos pirogénicas en conejos que las endotoxinas
estandar. Esto se observa si comparamos los resultados
en inyectables contaminados y no contaminados
(Tablas 1 y 2). Concentraciones de hasta 25 pg/ml
en cloruro sédico 0,9 por 100 sin contaminar son
apirégenas en conejos; similares concentraciones en



TABLA. I

N

RESULTADGS EN INYECTABLES NO CONTAMINADOS

%, gérmenes/ml LAL
Conejos
P I Pyrogent Coatest
Agua para inyeccion 6,3 1,4 Neg <12,5(11) Neg,
16,9
Cloruro sédico 0,9 % 43,2 3,2 Neg <12,5(8) Neg
14,3
16,2
18,7 /
25
Bicarbonato Sodico 8,4% 0 0 Neg <12,5(12) Neg
N 6 6 4 12 9
() = Numero de muestras.
TABLA II
RESULTADOS EN LAS SOLUCIONES PREVIAMENTE CONTAMINADAS CON E. COL!
N.° de gérmenes/mi LAL
Conejos
Tedricus Viables Pyrogent Coatest pg/ml
Agua para inyeccion 10.000 15 ++ 26,2 +
1.000 8 + 25,2 —
100 1 — 19.3 —
10 0 — 14,1 —
Cloruro Sédico 0,9 7% -10.000 5.187 + 43.200% +
1.000 484 + 2.530% -+
100 50 — 418% +
10 4 — 25,2 +
Ricarbonato sodico 8,4% ©10.000 6 — <12,5 +
1.000 2 — <12,5 +
100 0 — <12,5 +
10 0 — <12,5 +

*  Estimadas por extrapolacion.

las soluciones contaminadas dan resultados positivos
€n conejos.

Los resultados por los tres métodos en los inyecta-
bles no contaminados son concordantes. En las solu-
ciones contaminadas hay correlacién en agua para
inyeccidn; también en cloruro sddico-0,9 por 100 con
la excepcidn del método LAL «Pyrogent» que no fue
valido para esta solucién (Tabla 3). En bicarbonato
sodico 8,4 por 100 no se han mostrado validos el
método LAL Yy el recuento bacteriano.

La inhibicién en bicarbonato sédico 8,4 por 100,
realizando el estudio con endotoxina estandar, se
evita en alguna medida ajustando ¢l pH y diluyendo
1/10 las muestras (Tabla 4). Sin embargo en el bicar-
borato sodico 8,4 por 100 contaminado con £. coli
hospitalario, atin diluyendo la muestra 1/10 y ajustan-
do ¢l pH, los resultados fueron negatives por LAL y
positivos en conejos, lo cual indica que no se evito la
inhibicién por la dilucién y por tanto el método LAL
no es adecuado en esta solucion. Se sugiere que el pH
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TABLA 11

GELIFICACION DEL LAL PYROGEMT EN CLORUROQO
SODICO 0,97 CONTAMIMADO

pH
Contaminacion Gévmenes/ml UE/mi

5,5 7
Endotoxina 1 s e
E. coli 055:88 0,5 44 R

E, coli 10.000 540 -+ 4 -

1.000 KW + +

100 5,2 — —

10 0,3 — —

TABLA 1V

ESTUDIO DE LA INHIBICION EN BICARBONATO
SODICO 8,4%

Concentracién Endotoxina Resultado
de bicarbonato sitadida pH LAL

sédico en %) {pg/ml) Pyrogent

84 100 8,3 ==

0,84 10 8,65 ++
0,84 100 8,65 ++
84 100 6,65 +4
0,84 10 8,10 + 4+
0,84 100 7,80 +

elevado y la temperatura de esterilizacién han podido
producir cambios en la estructura del LPS de E. coli
que lo hacen més pirogénico en conc;jos.

CONCLUSIONES

1. 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 esterilizacion y concentraciones de
endotoxina menores de 40 pg/ml por el método LAL.

2. Los inyectables de agua para inyeccidén conta-
minados con E. coli en concentraciones tedricas de 10,
160 y 1.000 gérmenes/ml y recuentos de gérmenes
viables de 0 a 8 gérmenes/ml resultaron no pirégénicos
en conejos; por LAL se obtuvieron concentraciones de
endotoxina menores de 40 pg/ml. La dilucién de 10.000

106

gérmenes/ml  dio resultados positivos en conejos y
una concentracion media de endotoxina de 26,2
pg/ml.

3. Enclinyectable contaminado de cloruro sédico
0,9 por 100 se obtuvieron recuentos de 4 a 5187 gér-
menes/ml y concentraciones de endotoxina de 25 a
45.000 pg/ml, estimadas por extrapolacion. Los re-
suliados en conejos fueron positivos para todas las
diluciones de E. coli.

4, FEn el inyectable contaminade de bicarbonato
sodico 8,4 por 100 se obtuvieron recuentos de 0 a 6 gér-
menes/ml. La respuesta pirogénica en conejos no
concordaba con las bajas concentraciones de endoto-
xina detectadas con LAL, lo que se sugiere pucde ser
debido a inhibicion de la reaccion LAL por ¢l bicarbo-
nato sédico, incluso en concentracion de 6,84 por 100.

5. El analisis microbioldgico anterior a la esterili-
zacién puede ser un método de interés para control en
proceso y para prever la calidad pirogénica de los
inyectables terminados. Presenta como desventajas la
rapidez con la que debe realizarse el anélisis, inmedia-
tamente después del llenado de los envases, y el tiempo
de espera, durante la incubacién de las muestras ¢
identificacién de los gérmenes.

6. FEl método LAL de deteccion de endotoxina de
gérmenes Gram-negativos se ha mostrado rapido y
eficaz en agua para inyeccion, control de material
y €1 proceso. 3

7. Fn cloruro sédico 0,9 por 100, con LAL
«Coatest endotoxin» se han obtenido resultados con-
cordantes en los recuentos microbianos y en conejos;
con LAL «Pyrogent» se ha observado inhibicion de a
reaccién de gelificacion. Bs preciso seleccionar el
método LAL mas adecuado para cada medicamento.

8. El bicarbonato sédico 8,4 por 100, inhibio la
reaccion LAL, con una concentracién de endotoxina
estandar presente de 100 pg/ml. Detectd conceniracio-
nes de 10 pg/ml de endotoxina estandar, diluyéndolo
1/10. Se sugiere que el posible mecanismo de la inhibi-
cion puede ser debido a Ia separacion del ién calcio del
reactivo, necesario para la reaccion de gelificacion
del LAL. A

9, Fimétodo de agregacion plequetaria ha permi-
tido confirmar que para producirla con endotoxina,
es preciso un mediador enddgeno que esta presente en
sangre total pero no en el plasma rico en plaguetas.
Sin embargo este método no resulté adecuado como
ensayo de pirdgenos, ya que las dosis de endotoxina
necesarias para producir agregacion plaquetaria son
mas elevadas que las dosis pirogénicas.
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10.  Se sugiere que en Farmacia de Hospital el ana-
lisis LAL puede ser Gtil por su sensibilidad y sencilicz,
«i no se presenian interferencias. En los inyectables de
administracién intratecal se hace imprescindible por
su mayor sensibilidad que el ensayo en conejos. Junto
con el recuento microbiano anterior a la esterilizacion
pueden ser una alternativa al analisis en conejos. Este
ultimo, por su mayor dificultad de realizacion en una
Farmacia de Hospital, puede quedar reducido a
aquellos inyectables que presentan interferencias con
¢l analisis LAIL.
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