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INTRODUCCION

Los pirégenos son principalmente endotoxinas
producidas por los gérmenes gram (—), aunque tam-
bién sustancias procedentes de bacterias gram () en
concentraciones importantes, pueden ser pirogénicas

(Dony, 1979), asi como los virus (Linneman et al., -

1974; Buynak et al., 1969) y hongos.

Las endotoxinas son los lipopolisacéridos proce-
dentes de Ja pared externa de las bacterias gram (—) y
son de naturaleza termoestable. Asi, el LPS resiste el
autoclavado y también resiste los disolventes orga-
nicos, los acidos, el etanol y los liquidos esterilizantes
(Elin y Wolff, 1973).

Los lipopolisacaridos, seglin las dosis inyectadas,
son causantes de multiples actividades biologicas que
se resumen en la Tabla I (Lacasa, 1986; Ygartua et al.,
1986). .

La mayoria de estas actividades bioldgicas han sido
descritas para unos pocos tipos bien conocidos de
LPS (Salmonella y E. coli) en un numero limitado
de sistemas bioldgicos (ratones y conejos). Por esta
razén es dificil tener una perspectiva.clara de todas
las actividades que pueden producir (Moreno, 1980).
A pesar de los muchos efectos bioldgicos encontrados
que producen las endotexinas bacterianas, su papel
en la patogenia estd poco definido (Berry, 1975; Kass
et al., 1973; Shands, 1975).

La importancia de los pirgenos en inyectables es
bien conocida. Las bacterias vivas son més pirogéni-

cas que las destruidas por el calor; pero el procesc de
destrucciéon por calor libera sustancias pirogénicas
rapidamente, .

El crecimiento bacteriano en una solucién fisiold-
gica la hace mas pirogénica, debido a un aumento de
productos metabdlicos y a otros factores (Personeus,
1973).

Diveisos autores como Cooper y Harbert en 1975
indicaban, tras la administracion intratecal de radio-
farmacos contaminados por pirégenos, que la via
intratecal es mil veces mds sensible que la intravenosa
a la endotoxina.

La Food and drug adminisiration sefialé en 1983
una dosis umbral pirogénica de 5 UE/Kg. de peso y
por via intratecal de 0,2 UE/Kg. de peso.

A principios de siglo parte del material utilizado
en la puncion lumbar era reutilizado, limpidndose con
diferentes detergentes y esterilizandose posteriormen-
te. Los casos de meningitis aséptica post-puncién pu-
blicados hasta la fecha tienen como origen la intro-
duccion intratecal de detergentes; si bien se trataba
de un cuadro relativamente frecuente durante las
primeras décadas de siglo, en estos ultimos decenios
su incidencia es practicamente nula (Tena et al., 1986).
El ultimo caso publicado es el de Bert y Laasberg en
Anesthesiology en 1985. Este drastico descenso es
debido al empleo sistematico de material desechable,
lo que evita esta complicacidn.

En varios hospitales de Vizcaya ocurrieron en un
corto periodo de tiempo once casos de Meningitis
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/ TABLA 1

/ ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL LPS
DE ENTEROBACTERIAS (Lacasa, C., 1986)

Toxicas
Actividad biologica

Aborto

Agregacion plaquetaria
Citotoxica macrofagos
Hipoferremia
Toxicidad letal
Gelificacion LAL
Efecto Schwartzman
Necrosis tumoral
Peritonitis aséptica
Inhibicion fibrinolisis

Adipisia, afagia, diarrea
Necrosis médula osea
Disminucion peso timo
Hipotension

Leucopenia y leucocitosis
Aumento pirogenicidad BCG
Aumentio toxicidad BCG
Meningitis aséptica
Pirogenicidad

No toxicas

a) Inmunolégicas c) Accidn sobre proteinas séricas
Unidn a proteinas séricas
Activacion compl. via clasica
Activacion compl. via alternativa
Activacion factor Hageman
Activaciéon plasmindgeno

Capacidad adyuvante
Mitogena linfocitos B

Uni6n membranas celulares
Avumento fagocitosis

Antigeno especifico de grupo
Sintesis IgG ratas recién nacidas
Activacion policlonal células B d)  Induccion de sustancias
Activacion macrofagos biolégicamente activas
Antigeno especifico de espec..
Antigeno timo-independiente  Activacion sistema adenilciclasa
Aumento reaclividad a epinefrina
Produccion interferon

Factor activador de leucocitos
Produ:cidn de kiniua

Sintesis de prostaglandinas
Liberacion cortisol endogeno
Liberacion hidrolasas lisosomales
Liberacién vascaminas

b) Preteccion no especifica

Aumento resistencia
‘Proteceion frente a Rx
Tolerancia a la endotoxina
Aumento proteolisis

aséptica tras anestesia espinal por contaminacion pi-

rogénica del inyectable utilizado, Bupivacaina al 0,5 |

por 100 con glucosa. al 8 por 100 (Arteta et al., 1986;
Tena et al., 1980; Rodriguez Sasiain, 1986).

Todos los casos se produjeron después de punciones
lumbares llevadas a cabo por diferentes anestesistas
y bajo estrictas condiciones dc asepsia. La edad de los
pacientes oscilaba entre 16 y 64 afios. El cuadro cli-
nico fue muy semejante en fodos ellos, asi de 2-6 ho-
ras después de realizada la técnica anestésica aparecid
cefalea, ficbre que oscild entre 38 y 39° C, tiritona, ri-
gidez de nuca, msajestar general y en algunos casos
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obnubilacién, agitacién psicomotriz, vomitos y mo-
derada fotofobia.

En la puncion diagndstica se obtuve un liquido
turbio y que {luia 2 mavor presion de lo normal, con
leucoeitos de predominio polirnorfonuclear con ci-
fras de no menos de un 99 por 100; los cultivos de li-
quido cefalorraquideo fueron negatives en todos los
casos, asi como la observacién directa al microscopio
mediante tincidon de gram. Tampoco crecieron ger-
menes en los cultivos de anestésico local, ni en la je-
ringa, agujas y gasas.

El cuadro clinico cedié en 24-48 horas y a los dos
meses, salvo la persistencia de una ligera cefalea en
un paciente, todes los demas estaban asintoméaticos,
siendo la exploracién normal (Arteta et al., 1986;
Tena et al., 1986).

Para la deteccién dc endotoxinas existen dos mé-
todos por todos conocidos: .

1. El analisis en conejos midiendo el efecto sobre
la temperatura rectal.

2. Analisis LAL (Lisado de amebocitos de Li-
mulus).

Si se utiliza como reactivo el conejo ha de tenerse
en cuenta, como refiere Zinsser en 1971, que las reac-
ciones pirogénicas son mucho mayores y mas toxicas
(Wollf et al, 1965; Greisman y Hornick, 1969;
Buskirk et al., 1965) para el hombre que para el cone-

jo, tal como se observa en la Figura 1.

El origen del anilisis de endotoxinas con LAL se
remonta a los comienzos del siglo XX. -Loeb en 1902
y posteriormente Alsberg y Clarck en 1908 observa-
ron que se producian fenémenos de coagulacion tras
la adicion de cantidades de endotoxina en la hemo-
linfa de un invertebrado marino denominado Limulus
polyphemus, que aparece de forma abundante en las
aguas litorales atlanticas americanas.

Levin en 1985 explicaba el mecanismo de la coagu-
lacién por la endotoxina en el Limulus, cuyo esquema
aparece en la Figura 2.

Cualquier sustancia que pueda desnaturalizar las
proteinas o inhibir una reaccion enzimatica, debera
ser estudiada de forma particular antes de valorar su
nivel de endotoxina por LAL; debido a que la accién
de gelificacion es mediada por un enzima tipo tripsi-
na, 13bil al calor y sensible al pH {Cooper y Pearson,
1977).

Esto se determina comparando la reactividad del
lisado con una endotozina en presencia y ausencia
de la sustancia a analizar (Van Noordwijk y De York,
1977), como indica Cooper en 1985.
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Vig. 2.—Levin, J. (1985).
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xina). El hombre es mas sensible. Zinsser, 1971.
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La sensibilidad etiquetada sz debe confirmar tal
como indica la USP XXI, en 1985.

En muchos casos la interferencia de la pelificacion
se puede evitar ajustando el pH dentro de los niveles
optimos que oscilan entre 6 y 8 (Murata et al., 1976)
o bien diluyendo la muestra (McCullough y Scolnick,
1976; Van Noordwijk, 1979).

Guilfoyle y Munson de la FDA en 198
maxima dilucién vélida para ser analiza

2 definian la
da:

MD C (Concentracidn del producto) x K (0,2 UE/Kg. via intratecal)
" (Sensibilidad etiquetada lisado) x M (dosis maxima humana)

dosis/Kg/hora

En las Tablas J1y HI se indican algunas sustancias
que se han mostrado compatibles e incompatibles
con la reaccién LAL (Lacasa, 1986).

OBJETO DIL TRABAJO

El objeto de este trabajo es:

1. Poner de manifiesto la importancia del test LAL
en el andlisis de inyectables intratecales, dando las
pautas para su determinacién, condiciones a cumplir
y problemas en casos de incompatibilidades, que se
han particularizado analizando dos lotes de bupiva-
caina hiperbérica, uno de los cuales fue responsable
de los 11 casos de Meningitis aséptica en Vizcaya.

2. Describir las manifestaciones clinicas tras la
administracién de endotoxina por via espinal, que ya
ha sido descrito en la introduccién.

MATERIAL Y METODOS
Material

— pHmetro Crison digital 501.

— Barfio de agua termorregulado Precis-Term, Se-
lecta 5-141.

— Agitador vibrador vortex Super-Mixer Lab-Line
Instruments.

— Tubos pyrex de 5y 15 ml. apirogenos.

Material desechable

— Jeringas de 1, 5y 10 ml. marea Ico.
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TABLA U

SUSTANCIAS COMPATIBLES CON LA REACCION LAL
(Lacasa, C., 19&6)

Sustancia Dilucion

Agua bidestilada -—
Bicarbonato sodico 1,4%, 4,2%, 8,4% 1/2, 1/5, 1/10
Cloruro calcico 1%, 21,9% —, 1/20
Cloruro magnésico 10% 1/5

Cloruro potisico 0,75%, 10% —, 1/10
Cloruro sodico 0,99, 10% —, 1/10
Dextrano 40 al 10% —
Dopaimina 1%, 5% —_—
Gluconato célcico 10% i/10

Glucosa 5%, 10%, 20%, 30%, 50%, 6% —, —, 1/2, 1/6, 1/10, 1/10
Toduro sédico 197, 5° — 1/5

Manitol 10% 1/2
Proczina 1%

Polivinilpirrolidona 3,5% 1/10
Sorbitol 5%, . —
Sulfato magnésico 15%, 33% 1/6, 1/10
Salicilato sédico 109/ 1/10

Xilitol 5% - —

TABLA I

SUSTANCIAS QUE MODIFICAN LA REACCION
DE GELIFICACION (Lacasa, C., 1986)

Sustancias inhibidoras

Alcohol bencilico 0,1% Acetilcisteina

Acido ascorbico Ampicilina

Bacitracina Cleranfenicol

Bisulfito sédico Clorhidrato de Tetraciclina
Citratos Cisteina ’
Carbozocromo salicilato Ciclicina Jactato
Emulsiones grasas EDTA

Edetato disodico Estreptoniicina

Fenol Fluoresceina sodica
Glutation Heparina

I-131 bromosulfaleina I-131 rosa de bengala
Ketamina Oxacilina sodica

Penicilina procaina
Polimixina B
Sulfobromoftaleina
Soluciones C.P.D.
Zn-69m acetato de zinc

Prometazina
Suifisoxazol diolamina
Soluciones A.C.D.
Tiroxina

Sustancias parciahnente

i guses o Sustancias promoteras
inhibidoras n p

Lactosa 25% ‘Gelatina
Melilparaben Tripsina
Propilparaben Trombina
Ringer lactado en glucosa 5%, Tromboplastina




Reactivos

— Apgua estéri] para irrigacion Uromatic, lote
XSF04C1,

— Reactivo Pyrogent (Mallinckrodt), lote 5BH.

— Endotoxina E. coli 055:B35, lote 517906.

— Inyectable de bupivacaina CIH hiperbarica al
0,5 por 100, lotes 285 y 185.

— Inyectabie de bupivacaina CIH al 0,5 por 100,
lote VI. Ibys.

Técnica

Se ha realizado el test siguiendo las instrucciones
de la firma fabricante del reactivo Pyrogent (R).

Todo el material usado debe ser estéril y apirégeno.
El material de vidrio, tubos de ensayo, se colocan en
un bafio de dcido clorhidrico I IV durante varias horas,
lavandose abundantemente después con agua desti-
lada y metiéndose en la estufa a 250° C durante 30
minutos por lo menos, USP XX (1980).

El material de plastico debe esterilizarse mediante
4xido de etileno, como indica Moreno (1982).

El control (4) debe realizarse por lo menos con una
concentracion doble de la sensibilidad comprobada
del lisado. '

Cuando el periodo de incubacion para cada tubo

_ ha terminado se saca cuidadosamente y se invierte

180° para comprobar la formacion de gel. Aunque en
las instrucciones del test solo considera positivo la
formacién de un gel firme, comunicaciones de otros
autores como Cooper y Harbert, 1975; Hochstein,
1985 y Levin, 1985, indican que los resultados que no
son gel firme sino floculacién y aumento de viscosidad
pueden considerarse positivos; esto aumenta la sensi-
bilidad del analisis, pero dicha interpretacidn seria
menos definitiva y nos ha obligado a definir tres gra-
dos de positividad (Lacasa, 1986):

+ Aumento ligero de viscosidad.

+4+ Aumento notable de viscosidad,

+++ Gel firme.

Mét(_)dos

1. Se compararon diferentes diluciones de endo-
toxina estandar con bupivacaina y diluciones de agua
més endotoxina, con objeto de ver si habfa alguna
interferencia y de verificar la sensibilidad del lisado.

2. Se analizaron Jos lotes de bupivacaina hiper-
barica al 0,5 por (00 185 y 285 para detectar la exis-
tencia de posible cadotoxina,

tables de bupivacaim al 0,5 por 100 hiperbarica, lote
285, causante de las meningitis asépticas, dio negativo
segiin comunica Redriguez Sasiain en 1980.

Los resullados del apalisis por LAL aparecen en
las Tablas IV y V. En la Tabla IV se encuentran los
resultados del analisis de diferentes diluciones de
endotoxina estandar con agua, lo que verifica la sen-

TABLA 1V

RESULTADOS DE LAL "PYROGENT" CON
BUPIVACAINA 5% Y AGUA CONTAMINADOS
NTRACIONES DE ENDOTOXINA
E. coli 055:85

e

C

Bupiva-
Coniaminacién UE/ml, caina Agua
©.5%
Endotoxina E. coli 055:%53 afia- 0,5 44+ + 4
dida 0,25 + 4+ +++
012() A+ A+
0,06 (1/2) i +
0,03 —3, sos
TABLA

RESULTADOS DE LAL "PYROGENT”
CON BUPIVACAINA 0,5% HIPERBARICA:
GLUCOSA 8% LOTES: 185 Y 285 A DISTINTAS

DILUCIONES
Concentraciéa ¥ Resultados LAL
Bupivacsina Gizcosa  Dilucién  Lote 185  Lote 285
50 x 1072 & 0 — e
25 x 1072 4 1/2 — +4++
12,5 X 1072 2 1/4 _— + 4+
62,5 x 1073 1 o 1/8 +++
50 x 107? 68 410 +4++
37,5 x 1072 0,6 1/15 R
25 x 1073 G4 1/20 +++
18,7 x 1073 a3 1/30 NS
12,5 x 1073 62 1/40 4+
0 x 1073 @16 1/50 + 44+
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sibilidad etiquetada del LAL: 0,12 UE/ml. Se hicie-
ron cuatro repeiiciones de cada mucstra.

Al comparar estos resultados con los de las dilu-
ciones de bupivacaina 0,5 por 100 con endotoxina,
se observa que la bupivacaina es compatible gon el
analisis LAL. El analisis se hizo tinicamente frente a
bupivacaina, ya que teniamos numerosas referencias
acerca de la compatibilidad de la glucosa al 5y 10
por 100 (Fumarola et al., 1975). El pH de las ampollas
de bupivacaina hiperbarica al 0,5 por 100 es de 4,9,

Fn la Tabla V se observa la ausencia de gel en el
Jote 185 de bupivacaina 0,5 por 100 hiperbérica, mien-
tras que en el lote 285 aparece gel firme hasta la dilu-
cién 1/50 que se realizo, lo que indica que el conteni-
do de endotoxina es de 18 UE por lo menos, teniendo
en cuenta que la sensibilidad del lisado es de
0,12 UE/mi. La dosis umbra! pirogénica, segin la
FDA, es de 0,2 UE/Kg., lo que para un hombre de
60 Kg. resulia 12 UE de endotoxina.

El analisis por LAL del lote 285 de bupivacaina
al 0,5 por 100 hiperbarica cs claramente positivo,
mientras que es negativo en conejos.

Otros autores corroboran este hecho, como Cooper
et al. (1971), que analizaron endotoxina de E. coli
en una concentracion de 1 ng/ml. por LAL y en co-
nejos, dando positivo el primeroy negativo el segundo;
lo mismo ocurrié con endotoxina de klebsiella, dando
positivo el LAL con una concentracion de 100 pg/ml.
y negativo en conejo a concentracion de 600 pg/ml.
Autores como Eibert (1972), Fussellier (1977), Mas-
coli (1979) y Pericin (1979) concuerdan en la mayor
sensibilidad del analisis LAL, e indican que éste puede
ser utilizado para verificar analisis dudosos en cone-
jos y ser sustituto del analisis oficial para algunos
productos que no pueden ser analizados in vivo.

Cooper et al. en 1971 indican que el LAL es unas
diez veces mas sensible que el anélisis de pirogenos en
conejos. .

En la Tabla VI se compara la sensibilidad de los
analisis LAL y conejos a endotoxinas extraidas de
gram (—).

Lacasa en 1986 ha sintetizado las ventajas e incon-
venientes de los analisis LAL y conejos.

CONCLUSIONES

1. El ensayo LAL &s mas sensible y Gtil para el
analisis de endotoxina en inyectables de administra-
cidn espinal que el ensayo en conejos.
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TABLA VI

NIVELES DE ENDOTOXINA PROCEDENTE
DE GERMENES GRAM NEGATIVOS DETECTADA
POR ANALISIS LAL Y EN CONEJOS (Lacasa, C., 1986)

Sensibilidad

Bacteria Cepa

LAL (+) Conejo (+)
ng/mak ng/Keg
E. coli 0127:B8 2 5
0,03-0,3 1
0111:B4 10 50
0,4-0,5
055:B5 0,06-¢,39 1
1
0,1-0,25
026:R6 — <l
Klebsielia pneumoniae K67 5 5
>20 0,5
Pseudomonas aeruginosa P13 1 e
Salmonella minnesota 7 R 595 0,5
5% 1077
S265 5x 1078
Salmonella typhi TY58 1 0,5

2. Es necesario establecer previamente la compa-
tibilidad del producto a analizar con el LAL.

3. Es preciso una mayor regulacion legal de for-
mulas magistrales y extender este anélisis.
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