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Endotoxinas	
  bacterianas	
  significación	
  
biológica	
  y	
  detección	
  por	
  LAL	
  



Pirógenos	
  
_______________________________________	
  

-­‐	
  Exógenos:	
  Sustancias	
  externas	
  al	
  huésped	
  que	
  
producen	
  fiebre:	
  

	
   	
  	
  
	
   	
  LPS	
  o	
  endotoxinas	
  
	
   	
  Otras	
  sustancias	
  

	
  
-­‐	
  Endógenos:	
  Proteínas	
  producidas	
  por	
  los	
  leucocitos	
  	
  



Pirógenos	
  exógenos	
  que	
  producen	
  fiebre	
  
______________________________________	
  

	
  
Adyuvantes	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  Ag	
  no	
  microbianos	
  
Alcaloides 	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  Hongos	
  
An?neoplásicos 	
   	
   	
   	
   	
  Micobacterias	
  
AnTgenos	
  no	
  microbianos 	
   	
  Polinucleó?dos	
  
Bacterias	
  Gram	
  – 	
   	
   	
   	
   	
  Virus	
  
Bacterias	
  Gram	
  +	
  



Pared	
  bacteriana	
  
	
  
	
  
-­‐	
  CM	
  membrana	
  
citoplasmá?ca	
  
	
  
-­‐	
  PPS	
  espacio	
  periplásmico	
  
	
  
-­‐	
  BP	
  	
  proteínas	
  de	
  captación	
  
de	
  sustrato	
  
	
  
-­‐	
  CP	
  	
  proteína	
  de	
  transporte	
  



Estructura	
  del	
  lipopolisacarido	
  



Métodos	
  
_______________________________________	
  

-­‐  Preparación	
  de	
  las	
  muestras	
  soluciones	
  contaminadas	
  (Marcus	
  1964)	
  
	
  
-­‐  Recuento	
  microbiano	
  (Farmacopea	
  Europea	
  1980)	
  

-­‐  Lisado	
  de	
  Amebocitos	
  de	
  Limulus	
  (LAL):	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pyrogent®	
  (cualita?vo)	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  Coatest	
  Endotoxin®	
  (cuan?ta?vo)	
  
	
  
-­‐  Agregación	
  plaquetaria:	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  En	
  PRP	
  (Born	
  y	
  Cross,	
  1963)	
  	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  En	
  sangre	
  total	
  	
  (Cardinal	
  y	
  Flower,	
  1980)	
  	
  
	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  



Muestras	
  fabricadas	
  contaminadas	
  con	
  E.coli	
  y	
  
después	
  esterilizadas	
  para	
  análisis	
  de	
  LAL	
  y	
  conejos	
  



Aparato	
  de	
  filtración	
  para	
  recuento	
  bacteriano	
  



Placa	
  con	
  filtro	
  para	
  recuento	
  bacteriano	
  



Limulus	
  polyphemus	
  



Mecanismo	
  de	
  actuación	
  de	
  la	
  endotoxina	
  en	
  el	
  método	
  LAL	
  



Análisis	
  LAL	
  cualita?vo	
  Pyrogent®	
  



Rectas	
  de	
  regresión	
  LAL	
  Coatest	
  endotoxin®	
  concentración	
  de	
  
endotoxina	
  pg/ml	
  Absorción	
  



Resultados	
  por	
  los	
  tres	
  métodos	
  en	
  las	
  soluciones	
  no	
  contaminadas	
  



Resultados	
  por	
  los	
  tres	
  métodos	
  en	
  las	
  soluciones	
  previamente	
  
contaminadas	
  con	
  E.	
  coli	
  



Estudio	
  de	
  la	
  inhibición	
  del	
  LAL	
  Pyrogent	
  en	
  bicarbonato	
  sódico	
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