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Pirogenos

- Exégenos: Sustancias externas al huésped que
producen fiebre:

LPS o endotoxinas
Otras sustancias

- Endogenos: Proteinas producidas por los leucocitos



Pir6genos exogenos que producen fiebre

Adyuvantes

Alcaloides
Antineoplasicos
Antigenos no microbianos
Bacterias Gram —

Bacterias Gram +

Ag no microbianos
Hongos
Micobacterias
Polinucleétidos
Virus



Pared bacteriana

- CM membrana
citoplasmatica

- PPS espacio periplasmico

- BP proteinas de captacion
de sustrato

- CP proteina de transporte




Estructura del lipopolisacarido




Métodos

Preparacion de las muestras soluciones contaminadas (Marcus 1964)
Recuento microbiano (Farmacopea Europea 1980)

Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL):
Pyrogent® (cualitativo)
Coatest Endotoxin® (cuantitativo)

Agregacion plaquetaria:
En PRP (Born y Cross, 1963)
En sangre total (Cardinal y Flower, 1980)



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




Aparato de filtracidon para recuento bacteriano




Placa con filtro para recuento bacteriano




Limulus polyphemus




Mecanismo de actuacion de la endotoxina en el método LAL




Analisis LAL cualitativo Pyrogent®




Rectas de regresion LAL Coatest endotoxin® concentracion de
endotoxina pg/ml Absorcion




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 inhibicion del LAL Pyrogent en bicarbonato sddico
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Deteccidn de endotoxinas con lisado de amebocitos de Limulus

(LAL). Aplicacién en farmacia de hospital.

Introduccidn

El origen de este método de andlisis de pirdgenos se remonta
a los comienzos del siglo XX, Loeb en 1902 y posteriormente
Alsberg y Clarck en 1908 observaron que se producian
fenémenos de coagulacién en la hemclinfa de un invertebrado
marino denominado Limulus polyphemus due aparece de forma
abundante en las aguas litorales atlanticas americanas. Se le
conoce vulgarmente como "cangrejo en herradﬁra de caballo™,
debido a la forma que presenta su escudo promosémico o
"cangrejo con cola de flecha” por la forma de su metasoma. Es
un guelicerado perteneciente a la clase de.los Merostomas,

subclase Xifosuros, orden xifosiridos (Aristegui, 1978).

En 1956 Bang publica los estudios de los efectos de la
infeccidn bacteriana en Limulus; uniendo "in vitre" un lisado
de amebocitos de Limulus (LAL) y un extracto de endotoxina
bacteriana se forma un gel, de modé similar a como se produce

la coagulacidn en el animal infectado (Graham, 1978).

Cooper et al (1971) describen un método de andlisis de

elificacidn "in vitro®. Daban como reaccidn positiva de la
g P




presencia de pirégenos, la aparicidn de gelificacidn cuando

se afiadia al LAL el 1ligquide problema (Lagodsky, 1973).

Levin (1985) explicaba el esquema del mecanismo de
produccién de la coagulacidn por la endotoxina en el Limulus
(figura “f). Indicaba gque los mismos inhibidores enzimaticos
bloguean la .coagulacién en los mamiferos y en el cangrejo.
También los mismos sustratos cromogénicos disefiados para
anilisis de los factores . de coagulacién humanos son
excelentes sustratos para los componentes del sistema de

coagulacién en el Limulus,

Morita et al (1985) estudiaron el mecanismo de la coagulacibn
por endotoxina en el cangrejo Tachypleus tridentatus. La
endotoxina aciiva el facter C y este al factor B que
transforma el enzima procoagulante en enzima coagulante. Este
actua sobre el coaguldgeno gque pasa a gel. Todos estos
factores han sido identificados como cadenas polipeptidicas

de las que se conocen las secuencias.

Produccidn del reactivo LAL

Bn la produccién del LAL hay métodos que han conseguido

aumentar su sensibilidad, por ajuste de la concentracidn de




ESQUEMA DE LA COAGULACIGON EN LAL POR ENDOTOXINA
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cationes divalentes, ajuste del coagulbgeno, adicién de
sustancias reguladoras, extraccién con clorcformo etc.
Después de estos tratamientos se liofiliza, para aumentar la

estabilidad.

Endotoxina vy lisado de referencia

La FDA seleccionénéomo endotoxina de referencia la de E. coli
113:H10:K. Se han preparado c¢inco lotes de la misma. El
Gltimo, 1llamado EC S, es el actual y se preparb en 198l. Es
la endotoxina . estandar de referencia y con ella se comparan
las endotoxinas estandar de control de los diferentes
fabricantes. Cada afio se prepara un lote de lisado de
amebocitos de Limulus de referencia que se analiza frente a

EC 5 (Hochstein, 1985).

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 gelificacién es mediada por
un enzima tipo tripsina, 14bil al calor y sensible al pH

(Cooper y Pearson, 1277}).




ENDOTOXINA DE REFERENCTA

E. coL1 113:H10:K - (FDA)

Lotes: EC 1 (1975)
EC 2
EC 3 v EC 4 no vALIDOS

EC 5 EL ACTUAL LOTE DE REFERENCIA




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 formulacidn completa, ya que
también otros componentes que no sean los principios activos
pueden modificar 1la gelificacién (Van Noordwijk y De Jong.

1877).

En muchos casos la interferencia de la gelificacidén puede ser
evitada ajustaﬁdo el pH de 1la preparacidn dentro de los
niveleé de pH optimo para el lisado, que oscilan entre 6 vy 8
(Murata at al, .1976) o bien, diluyendo 1la muestra (Mc
Culloughl y Scolnick, 1976). Las muestras viscosas deberan

mezclarse bien para ser analizadas (Daoust et al, 1976).

En la tabla 1 se indican algunas sustancias que se han
mostrado compatibles con la reaccidn LAL y en la tabla 2 las

que se han mostrado incompatibles.

Van  Noordwijk (1979) sefialaba que los inhibidores
enzimiticos, 165 agentes desnaturalizantes de proteinas,
suero o© plasma y pH menor de 5 ¢ mayor de 9, pueden causar
reacciones negativas que haéen el analisis no valido débido a

la inhibicién. Fussellier en 1977 investigd la influencia de




Tabla 1. Sustancias compatibles con

Sustancia Dilucion

Agua destilada -

Bicarbonato sbddico 4.2% 1/5
Bicarbonato sddico 8.4% 1/10
Bicarbonato sddice 1l.4% 1/2

Cloruro calcico 21.9% 1/20
Cloruto sddico 0.9% -
Cloruro potasico 10% 1/10
Cloruro sbédico 20% 1/10
Cloruro calcico 1% -
Cloruro magnésico 10% 1/5

Cloruto potasico 0.75% -
Dopamina 1% - -
Dextrano 40 al 10% -
Dopamina 5% T

Gluconato cdlcico 10% 1/10
Glucosa 66% 1/10
Glucosa 5 y 10% -
Glucosa 50% 1/10
Glucosa 20% 1/2
Glucosa 30% 1/6
Ioduro sbdico 1% -
Ioduro sdédico 5% 1/5
Manitol 10% 1/2

Procaina 1% -
Polivinilpirrolidona 3.5 1/10
Sorbitol 5% -

Sulfato magnésico 33% 1/10
Sulfato magnésico 15% 1/6
Salicilateo sédico 10% 1/19
Xilitol 5% -

la reaccidén LAL

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 2. Sustancias que modifican la reaccidn de gelificacién

Sustancias inhibidoras

alcohol bencilico > 0.1%

Acetilecisteina

Acido ascdrbico
Ampicilina
Bacitracina

Bisulfito sddico
Cloranfenicel
Clorhidrato de Tetraciclina
Citratos

Cisteina

Carbozocromo salicilato
Ciclicina lactato
Emulsiones grasas

EDTA

Edetato disddico
Estreptomicina

Fenol '
Fluoresceina sbdica
Glutation

Heparina

I-131 bromosulfaleina
I-131 rosa de bengala
Ketamina

Oxacilina sddica
Penicilina procaina
Prometazina
Polimixina B
Sulfisoxazcel diolamina
Sulfobromoftaleina
Soluciones A.C.D.
Scluciones C.P.D.
Tiroxina

Zn—-69m acetato de cinc

Referencia

Cooper y Pearson (1977)
Merlin (1979}
Van Noordwijk (1979}
Guilfoyle y Munson (1982)
Van Noordwiik y Kruger (1983)
L1}

Guilfoyle y Munson {(1982)
Kruger et al (1976)
Van Noordwijk (1979}
Van Noordwijk y De Jong (1%77)
Pussellier et al (1977)
Kobayshi et al, 1875
Guilfoyle y Munson (1982)

"
Van Noordwijk (1979)
Guilfoyle y Munson (1982)

n
Van Noordwijk y Kruger (1983)
Guilfoyle y Munson (1382)

L1}
Van Noordwijk (1979)
Guilfoyle y Munson (1982)
Murata (1976)
Guilfoyle y Munson (1982)

1]

van Noordwijk y Kruger {(1983)
Guilfoyle y Munson (1982)
Van Noordwijk y Kruger (1983)
Guilfeyle y Munson (1982)

[1]

Fussellier et al (19277)

"

H

Mc Auley et al (l974)




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

gelificacidén que perturbe la reaccién.

Van Noordwijk en 1979 observd que diluyendo las muestras en
distinta proporcidn para cada sustancia evitaba la ihibicidn,

aungue. no en todos los casos.

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:

§ = 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.

¥ = Limite de tolerancia, 5 EU/kg (1 ng/kg)

2) Maxima dilucidn valida (MDV):




Concentracion del producto
MDV = -~———-—- - -- cm—-
MDV

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

El producto se diluira wuna parte a MDV partes con agua ©

cloturo sddico 0.9% del reactivo LAL.

Otra forma de suprimir la inhibicibén es la ultrafiltracidn
‘que puede aplicarse cuando la sustancia inhibidora tiene una
masa molecular muy inferior a la de las endotoxinas. Estas
son retenidas sobre filtros moleculares cuyo limite nominal
de separacidon esta .comprendido entre 10.000 y 20.000.
Degpués se redisueiven en un disolvente adecuvado y la
solucidén asi obtenida, se somete al anadlisis LAL (Maignan,
1978; Van Noordwijk ¥y kruger, 1983).

Cooper {1985) sefialaba que cuando existen problemas de
inhibicién es preciso seleccionar el método LAL mas adecuado
para cada producto que interfiere. En ausencia de
incompatibilidad, les diferentes métodos LAL detectan niveles

de endotoxina similares.




INTERFERENCIAS“CUN"ELJMETUDO"LAL“

MixIMA DILUCION VALTDA (MDV) pERMITIDA (FDA, 1983)

MV = ———
A M

C = CoNCENTRACION DEL PRoDUCTO EN MG/ML o U/ML o mL/mL

K= 5 UE/Ke DE PESO EN PREPARACIONES PARENTERALES
0.2 UE/Ke DE PESO EN PREPARACIONES INTRATECALES

M = Dosrs EN CONEJO EN ML/KG O DOSIS MAXIMA HUMANA
EN UNA HORA, DOSIS/KG/HORA

A - METODO GEL-NO GEL: SENSIBILIDAD ETIQUETADA DEL
Lisapo EN UE/mL |
- METODO SUSTRATO CROMOGENICO: EL PUNTO MAS BAJO
UTILIZADO EN LA RECTA DE CALIBRADO,




aplicaciones del analisis LAL

Se ha utilizado para la deteccion de endotoxina en agua para
inyeccidén, materias primas, parenterales de gran volumen,
inyectables de pequeno volumen, radiofarmacos, soluciones
para dialisis, hemoderivados, medicamentos de administracidén

intratecal, etc.

Munson - (1985), de la FDA, daba la guia para la validacidén del
andlisis LAL en medicamentos parenterales. Seflalaba las
condiciones a cumplir en las distintas técnicas, gel firme,
turbidimétrica vy con sustrato cromogénico. Esta guia indica
1a forma de realizar los cAlculos en caso de que por
interferencias sea precise diluir las muestras y sea

necesario hallar la maxima dilucién valida (MVD) (figura 3).

En farmacia de hospital hemos observado  distintas
aplicaciones del método LAL (tabla 8). En ocasiones se
plantean sospechas de qﬁe una preparacién haya dado una
reaccidédn pirogénica. Si se envia a un laboratorio exterior al
hospital, la respuesta puede ser lenta. En el servicic de
farmacia de nuestro hospital se nos ha planteado esta misma
consulta en distintos casos y después de analizar los

inyectaples sospechosos han resultado siempre negativos.

S$in embargo, en un anilisis LAL-gel firme, que realizamos en
nuestro laboratorio, de un inyectable de bupivacaina con

glucosa al 8% sospechoso de haber causado meningitis aséptica




APLICACIONES DEL ANALISIS LAL EN PREPARACIONES
FARMACEUTICAS

PARENTERALES DE GRAN VOLUMEN

PARENTERALES DE PEQUERO VOLUMEN

AGUA PARA INYECCION

CONTROL EN PROCESO
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EquiPos MEDICOS

PREPARACIONES INTRATECALES




en pacientes sometidos a anestesia epidural en dos
hospitales, los resultados £fueron positivos (gel firme).
Esto coincide con los casos de meningitis aséptica
comunicados por <Cooper y Pearson (1977) después de la
administracién intratecal de radiofArmacos gque dieron

andlisis LAL positivos,

El inyectable de bupivacaina que analizamos por LAL, did
resultados negativos en el analisis de pirdgenos en conejos

(Rodriguez Sastiain, 1986).

Otro campo de aplicacién en farmacia de hospital del andlisis
LAL es el control de pirbgenos en inyectables de pequefio
volumen que La industria farmacéutica no fabrica y deben

preparar los farmacéuticos de hospital.

Pambién puede ser de interés analizar el contenido en
endotoxina  de material médico (equipos de infusidn,
catéteres, valvulas cardiacas, protesis etc) para
seleccionarlo  adecuadamente y dar informacién en las
comisiones de compras en las que participa el farmacéutico.
En este sentido es de interés la aportacidn de Ross (1285),
de la FDA, que comunica mayor recuperacién de endotoxina si
se utiliza laurilsulfato sédico al 0.01% en agua como liquido

de extraccidn.




INYECTABLES DE PEQUEfQ VOLUMEN

PREPARACIONES INTRATECALES

ANALISIS DE PREPARACIONES SOSPECHOSAS
DE CONTAMINACION PIROGENICA

Equipos MEDICOS




Bvaluacion del andlis LAL

Es mAs sencillo, mis sensible y menos costoso que el ensayo
en conejos.: .81 se producen inhibiciones es preciso
seleccionar de. entre los métodos LAL disponibles el mas
adecuado al producto en cuestién. En farmacia de hospital
hemos observado. ventajas de rapidez y sensibilidad dada la
dificultad... de ;ontar en un servicio de farmacia de bospital

con el andlisis en conejos.
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TABLA 3
ACTiviDADES BIOLOGICAS DE
ToX1CAS
ABORTO

ApipsiA, AraGiA., DIARREA
AGREGACION PLAQUETARIA
NECROSIS MEDULA OSEA
HIPOFERREMIA

HipOTENSION

P1RGGENICIDAD

GELIFICACION DEL LAL
EFECTO SCHWARTZMAN
INHIBICION FIBRINOLISIS
LeucOPENIAS Y LEUCOCITOSIS
MENINGITIS ASEPTICA

- - Lo e -
DeRiTONITIS ASEPTICA
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TaBLA 3 (CONT)

ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL LPS DE ENTEROBACTERIAS

- IMMUNOLOGICAS

CAPACIDAD ADYUVANTE

MITOGENA LINFOCITOS B .
UNION A MEMBRANAS CELULARES ~
AUMENTO FAGOCITOSIS v
ACTIVACION DE MACROFAGOS
ANTIGENO ESPECIFICO DE ESPECIE

PROTECCION NO ESPECIFICA

TOLERANCIA A ENDOTOXINA
AUMENTO PROTEOLISIS




INTERFERENCIAS CON EL METODO LAl

Max1ima DILUCION VALTDA (MDVY permiTiDA (FDA, 1983i

HDV =
X M

_C CONCENTRACION DEL PRODUCTO EN MG/ML 0 U/ML o ML/ML

'K'é'. 5 UE/KG DE PESO EN PREPARACIONES PARENTERALES
0 2 UE/KG DE PESO EN PREPARACIONES INTRATECALES

M = Dosis EN CONEJO EN ML/KG 0 DOSIS MAXIMA HUMANA
EN UNA HORA, DOSIS/KG/HORA

Ao- METoDO GEL-NO GEL: SENSIBILIDAD ETIQUETADA DEL
L1sADO EN UE/mL
- METODO SUSTRATO CROMOGENICO: EL PUNTO MAS BAJO
UTILIZADO EN LA RECTA DE CALIBRADO.




ApLICACIONES DEL ANALISIS LAL EN PREPARACIONES

FARMACEUTICAS

PARENTERALES DE GRAN YOLUMEN

PARENTERALES DE PEQUEFO VOLUMEN

AGUA PARA INYECCION

I

CONTROL EN PROCESO

Rapio1$6TOPOS

S

PREPARACIONES INTRATECALES
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