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Resumen

La deteccién de pirégenos en productos parenterales es de suma importancia en la industria biotecnolégica,
la industria farmacéutica, los laboratorios de control de la calidad y agencias regulatorias. Los pirégenos
son sustancias que provocan fiebre y no se eliminan mediante los procesos de esterilizacion estandar,
siendo bioldégicamente activos una vez que se encuentran en el torrente sanguineo, lo que provoca riesgos
para la salud humana, que van desde reacciones leves (por ejemplo, fiebre) hasta shock séptico y muerte.
Por lo tanto, la prueba de pir6genos es obligatoria para las formulaciones de farmacos y biotecnolégicos
inyectables, terapias celulares y diversos dispositivos médicos. Las pruebas de pirégenos son ensayos
de seguridad realizados durante el control de calidad de rutina de los productos inyectables exigidos por
las agencias reguladoras. Entre dichas pruebas de pirégenos se encuentran: 1) la Prueba de Endotoxinas
Bacterianas (BET, LAL) y 2) Los sistemas de prueba que utilizan sangre total humana o monocitos humanos,
denominada Prueba de Activacion de Monocitos (MAT). En el presente trabajo se comparan las metodologias
a seguir de los ensayos LAL gel clot, LAL cromogénica y MAT para la estandarizacion de pir6genos
incluyendo las EB en dos productos farmacéuticos parenterales: penicilina G sédica y ranitidina inyectable.

Palabras clave: Endotoxinas bacterianas, pirébgenos, penicilina G, ranitidina inyectable, Lisado de Amebocitos
del Limulus (LAL), prueba de activacién de monocitos (MAT)

Abstract

The detection of pyrogens in parenteral products is of great importance in the biotechnology industry, the
pharmaceutical industry, quality control laboratories, and regulatory agencies. Pyrogens are substances that cause
fever and are not removed by standard sterilization processes, being biologically active once in the bloodstream,
causing risks to human health, ranging from mild reactions (for example, fever) to septic shock and death. Therefore,
pyrogen testing is mandatory for injectable drugs and biotech formulations, cell therapies, and various medical
devices. Pyrogen tests are safety tests performed during routine quality control of injectable products required by
regulatory agencies. Such tests for pyrogens include: 1) Bacterial Endotoxin Test (BET, LAL) and 2) Test systems
using human whole blood or human monocytes, called the Monocyte Activation Test (MAT). This work compares
the methodologies to be followed by LAL gel clot, chromogenic LAL, and MAT assays for the standardization
of pyrogens, including BET in two parenteral pharmaceuticals: sodium penicillin G and injectable ranitidine.

Keywords: Bacterial endotoxins, pyrogens, sodic penicillin G, ranitidine, Limulus Amebocyte Lysate (LAL),
Monocyte Activation Test (MAT)
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REQUENA Y COL.

Introduccion

Los pirégenos son compuestos
inductores de fiebre tras su administracion
intravenosa o inhalacion. Se originan a
partir de las bacterias Gram negativas y
positivas, los virus, hongos o del propio
hospedador (Dullah y Ongkudon, 2017,
Prajitha et al., 2018). Los pirégenos externos
se clasifican en dos grandes grupos:
pirébgenos endotéxicos o endotoxinas
bacterianas (EB), los cuales provienen de
bacterias Gram negativas, y pirdgenos no
endotoéxicos (NEP), derivados principalmente
de bacterias Gram positivas y hongos.
La presencia de cualquiera de ellos en
productos farmacéuticos parenterales o
dispositivos médicos puede causar danos
graves a los pacientes y, cuando las EB y
los NEP se encuentran simultaneamente
pueden producir efectos sinérgicos (Solati
y col., 2022).

PrRUEBA DEL LISADO DE AMEBOCITOS DE
LimuLus (LAL)

La Prueba del Lisado de Amebocito
de Limulus (LAL) es un método para la
deteccion y cuantificacion de endotoxinas
bacterianas ampliamente utilizado por la
industria farmacéutica y biotecnoldgica,
para la determinacion de la seguridad de
los medicamentos parenterales y de los
dispositivos médicos (Dingy Ho, 2010). Su
principio bioquimico se basa en la reacciéon
de coagulacion entre el factor C procedente
de los extractos de amebocitos de la sangre
de la hemolinfa de Limulus polyphemus
o cangrejo herradura del Atlantico, en
presencia de antigenos de superficie
microbiana como los lipopolisacaridos del
orden de los picogramos o endotoxinas
bacterianas (Akbar y col., 2012). En
presencia de endotoxinas, el LAL se vuelve
turbio y, bajo las condiciones adecuadas,

forma un coagulo de gel sélido (Ding
y Ho, 2010). Este ensayo fue aprobado
por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA)
en 1983 como un método confiable para la
determinacion de las EB (Munson, 1985).
Las pruebas o los ensayos LAL o BET se
basan en una reacciéon de coagulacion
entre el factor C procedente de los extractos
de amebocitos de la sangre del Limulus
polyphemus o del cangrejo herradura
Tachypleus tridentatus (ambas especies
estan en peligro de extincion) en presencia
de cantidades de LPS del orden de los
picogramos (Akbar y col., 2012).

El ensayo de LAL se puede dividir en
tres técnicas basicas: las técnicas de gel-
clot, turbidimétricas y cromogénicas (WHO,
2020).

La técnica gel-clot, se basa en una
solucion de lisado que forma un gel en
presencia de EB, siendo el método de
referencia. Un resultado positivo o negativo
de este método se obtiene mezclando
la muestra con un lisado en un tubo de
ensayo. Si la concentracion de EB de la
muestra es superior al limite de deteccion,
se formara un coagulo de gel en el fondo
del tubo (WHO, 2020).

Las otras dos técnicas para la prueba
de LAL, a saber, las técnicas turbidimétrica
y cromogénica, son métodos fotométricos
para determinar cuantitativamente la
concentraciéon de EB. En el método
cromogénico se mide la liberacion de
cromoforos de un péptido cromogénico
adecuado debido a la reaccion de las EB
con el lisado o se determina la intensidad
de fluorescencia después de la reaccion. Las
pruebas LAL turbidimétricas y cromogénicas
son mas precisas y sensibles que el método
del coagulo de gel, aunque este ultimo es
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el mas simple de llevar a cabo y es el mas
utilizado a nivel mundial (Yamamoto y col.,
2020).

Entre las limitaciones del ensayo de LAL
se encuentra, que es una prueba especifica
para el componente de la pared celular de
las bacterias Gram-negativas. Por lo tanto,
el ensayo LAL no es aplicable para muestras
que contengan pirégenos provenientes
de bacterias Gram positivas (Peterbauer
y col., 2000). Adicionalmente, diversos
componentes plasmaticos, entre ellos
proteinas, pueden afectar la sensibilidad
y especificidad del ensayo de LAL al
neutralizar las EB (Harm y col., 2021).

Otra limitaciéon importante en el
ensayo de LAL se refiere a la presencia
de las nanoparticulas que a menudo
interfieren con este ensayo creando una
importante limitacion para el desarrollo
preclinico y el control de la calidad
de los medicamentos formulados con
nanotecnologia y dispositivos médicos que
contienen nanomateriales de ingenieria
(Dobrovolskaia y col., 2010).

PRUEBA DE ACTIVACION DE MONOCITOS (MAT)

La MAT fue concebida por primera vez
como una alternativa a las pruebas RPT
(Rabbit Pyrogen Test) y LAL por Poole y
col. en la década de 1980 y se basa en
el aislamiento de monocitos de sangre
humana periférica y su incubacién con
una muestra analizada para determinar
el contenido de pirdégenos, para imitar la
respuesta de la fiebre a los pirégenos in
vivo (Poole y col., 1988). Los monocitos
participan en la respuesta inmunitaria
innata y expresan receptores tipo Toll que
se unen a los pirégenos, lo cual estimula
la liberacion de citocinas proinflamatorias
(p. €j., IL-6, IL-1B o TNFa) que pueden

ser cuantificadas (Daniels y col., 2022).
En consecuencia, la cantidad de citocinas
proinflamatorias, IL-6 o IL-1( liberadas es
una medida de la pirogenicidad de una
sustancia (Duff y Atkins, 1982; EP: 2010).
Este método puede detectar hasta 10 pg/
mL de EB, e incluso menos usando sangre
crioconservada. Dado que el MAT utiliza
sangre humana, es posiblemente el método
de deteccion de EB in vitro mas ventajoso,
ya que no involucra ningun producto animal
(Daniels y col., 2022).

Aunque hay varias fuentes de células
que puedan ser utilizadas en el ensayo de
MAT, los monocitos comunmente utilizados
generalmente se derivan de la sangre
entera humana, células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) y lineas celulares
monociticas (Daniels y col., 2022). Este
método es muy sensible, rentable, no utiliza
animales vivos o sus productos, y cada
dia esta recibiendo una mayor aprobacion
de diversas agencias regulatorias a nivel
internacional.

El MAT se convirtiéo en un método de la
Farmacopea Europea en 2010 (EP 2.6.30)
(EP: 2010). La monografia de la Farmacopea
Europea describe tres métodos para el MAT
y se puede usar sangre total PBMC, o lineas
celulares monociticas para cualquiera de
estos métodos (Eperon y col., 1997).

El ensayo de MAT ha sido validado
con éxito para la determinacion de los
pirégenos provenientes de EB y NEP de
bacterias Gram positivas, virus y hongos,
en diversos productos biolégicos.

En linea con los esfuerzos globales
para reducir el uso de animales en los
ensayos de investigacion y en las pruebas
de control de la calidad, el MAT tiene el
potencial de reemplazar la RPT. Finalmente,
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es importante recordar que a pesar de las
ventajas del MAT respecto al RBT y el LAL,
la implementacion exitosa de este ensayo
de monocitos requiere de la optimizacion
y validacion del ensayo para cada producto
de prueba de forma particular.

La penicilina G sédica (también llamada
bencilpenicilina sédica) es un antibidtico
betalactamico con actividad bactericida.
Esta actuia inhibiendo la sintesis de la
barrera de peptidoglicano de la pared
celular bacteriana al unirse e inactivar a
las enzimas involucradas en el proceso.
Dicha interferencia genera una estructura
osmoéticamente inestable que provoca
la muerte del patbgeno mediada por
autolisinas endogenas. (INHRR, 2022).

Por otra parte, la ranitidina es un
antagonista competitivo del receptor H2 de
histamina. Inhibe la acciéon de la histamina
sobre los receptores H2 de las células
parietales en el estbmago, reduciendo
con ello la secrecion (tanto basal como
estimulada) de acido gastrico (INHRR,
2018).

El presente trabajo tiene como objetivo
la revision bibliografica de los estudios
realizados sobre la determinacién de
endotoxinas por los métodos Lisado
de Amebocitos del Limulus LAL en su
variante de gel-clot y cromogénica, y la
prueba de activaciéon de monocitos (MAT)
para la determinacién de endotoxinas
bacterianas y pir6genos en dos productos
farmacéuticos parenterales: penicilina
G sddica y ranitidina inyectable. MAT en
penicilina G sddica y ranitidina.

Para ello se procedié a 1. Confirmar la
sensibilidad declarada para el reactivo de
LAL y su Media Geométrica para el método
de gel-clot. 2. Determinar la Maxima

Dilucion Valida en los métodos de gel-clot
y cromogénico. 3. Estandarizar la prueba
de factores de interferencia en los métodos
de gel-clot y cromogénico, y 4. Estandarizar
la técnica y metodologia para la prueba de
activacion de monocitos.

Metodologia
1. PRUEBA DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS

La Farmacopea de los Estados Unidos
(United States of Pharmacopeia, USP)
establece para formulaciones con penicilina
G sédica un contenido de endotoxinas de no
mas de 0,01 Unidades de Endotoxina USP
por 100 Unidades de penicilina G; y para
formulaciones con ranitidina inyectable, no
mas de 7,00 Unidades de Endotoxina USP
por mg de ranitidina, respectivamente.

1.1 Técnica de coagulacion gel-clot

* Reactivos y soluciones: (Associates of
Cape Cod Inc).

* Pyrotell® de sensibilidad 0,25 UE/mL

* Agua para Prueba de Endotoxinas
Bacterianas

e FEstandar de Referencia de Endotoxina
USP (CSE) de Escherichia coli
O113:H10: CSE de 0,5 ug/vial o 125

ng/vial

Confirmacion de la sensibilidad del
reactivo LAL

Se verifica la sensibilidad declarada en
la etiqueta del lisado que se va a utilizar
preparando una curva estandar de EB con
al menos 4 concentraciones equivalentes
a 24, 4, 0,54y 0,254 (cada una por
cuatriplicado).
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Se preparan las soluciones de CSE,
asumiendo que la sensibilidad del LAL es
de 4=0,25UE/mLy la potencia del CSE sea
igual a 10UE/ng.

A cada concentracion de EB se le agrega
la misma cantidad de reactivo LAL (relacion
1:1 o 0,1mL:0,1mL) y se deja incubar
durante 1 hora a 37°C. Posteriormente
se observa si hubo formacién de un gel
firme que permanece en su lugar después
de invertir los tubos (resultado positivo)
o si se observa un gel no firme o liquido
transparente (resultado negativo).

La prueba se considera valida cuando la
concentracion mas baja de las CSE presenta
un resultado negativo en todas las pruebas
repetidas.

Para proceder al calculo de la media
geométrica (MQ), se debe verificar que
todos los tubos de control negativo hayan
dado resultados negativos para considerar
la prueba como valida. De ser valida la
prueba, se debe determinar el punto final,
considerando como punto final a la ultima
dilucion en la cual se obtuvo resultado
positivo.

La MG de la concentracion en el punto
final es la sensibilidad medida del Lisado
(en UE/mL), por lo que:

2 =MG =052

Si la MG no difiere en mas de un factor
de 2 de la sensibilidad tedrica, se puede
decir que la sensibilidad del LAL cumple
y se puede aprobar para la prueba de EB.

Calculo de la Maxima Dilucion Valida
(MDY)

La sensibilidad del reactivo LAL (4) para
la técnica gel-clot declarada es 0,25 UE/

mL, el limite de endotoxina de la penicilina
G sddica y la ranitidina es de 0.01 UE/100
Ul y 7,00 UE/mg, respectivamente. La
concentracion de la penicilina G sédica
es de 1.000.000UI/mL y de la ratinidina
25mg/mL, por lo que se obtiene una
maxima dilucién valida (MDV) de 1:400
para la penicilina G sédica y 1:700 para la
ranitidina.

Prueba de factores de interferencia

Se debe efectuar la prueba de inhibicion
o potenciacion en las soluciones de la
muestra con una dilucion menor que la
MDV:

MDV penicilina G sédica: 1:400 —>
1:200

MDYV ranitidina: 1:700 —> 1:350

La preparaciéon de soluciones de la
muestra para la prueba de Inhibicién/
potenciacién para las técnicas de
coagulaciéon se realiza de acuerdo a la
Tabla 1.

Luego de preparada las soluciones,
se debe mezclar un volumen del LAL
reconstituido igual al volumen final de cada
uno de los tubos de ensayo (relacion 1:1 o
0,1mL:0,1mL) y se deja incubar durante 1
hora a 37°C.

Esta prueba se considera valida cuando:

Solucion A: No muestra ningun coagulo.
Si la muestra sin endotoxina coagula, hay
endotoxinas en el producto y la muestra
esta claramente no inhibida.

Solucién B: La muestra con endotoxina
debe coagular. Observar en qué dilucion
se comienza a coagular la muestra (esta
dilucién debe ser menor a la MDV).
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Tabla I.
Preparacién de Soluciones de Muestra para la Prueba de Inhibicién/Potenciacién para Técnica gel-clot

Solucion Solucion a analizar Factor de diluciéon | Concentracion de | Nuamero de
endotoxina UE/ML réplicas

Diluciones de la muestra 1:1
A con LRW 1:2 N/A 4 c/u

1:4

1:8

1:16
11592

1:64

1:128

1:256

B Diluciones de la muestra 1:2 2 4 c/u

con solucién de endo-
. 1:4
toxina

1:8
1:16

1:32

1:64
1:128
1:256
C 2 / LRW 1 2 2 c/u

1:2 1

1:4 0,5
1:8 0,25
D Control Negativo (LRW) N/A N/A 2 c/u

Solucién C: Debe confirmar la sensibilidad * Agua para prueba de EB: Agua Reactiva
declarada del reactivo LAL. LAL (LRW).

Solucion D: No muestra ninguna reaccion. + Acido acético al 50%: prepararlo con

LRW.
2. Técnica cromogénica

Determinacion de la Curva Estandar
Reactivos y soluciones

Se construye una curva estandar que

* Pyrochrome® de sensibilidad 0,005 yepresente la densidad 6ptica (DO) vs las
UE/mL; Pyrochrome® Reconstitution ¢oncentraciones de CSE. La Sensibilidad
Buffer; CSE USP de Escherichia coli declarada del PyroChrome® es =0,005
O113:H10 de 0,5 ug/vial 0 125 ug/vial  yg/mL y la potencia CSE es igual a 10UE/
(Associates of Cape Cod Inc). ng (1000UE/mL). Por recomendacién del
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fabricante, se preparan 5 concentraciones
de CSE (R1 -R5): 0,005; 0,05; 0,5; 5y 50
UE/mL.

Calculo de la MDV: la sensibilidad
declarada del reactivo LAL (4) para la técnica
cromogénica es 0,005 UE/mL, el limite de
endotoxina de la penicilina G s6dica y la
ranitidina es de 0,01 UE/100 Ul y 7,00 UE/
mg, respectivamente. La concentracion de
la penicilina G s6dica es de 1.000.000U1l/
mL y de la ratinidina 25mg/mL, por lo
que se obtiene una MDV de 1:20000 para
la penicilina G sédica y 1:35000 para la
ranitidina.

Calculo de la Concentracion Minima
Valida (CMV):

La dosis de muestra de la ranitidina es
de 1mg/kg, por lo cual:

CMV=(0,005UE/mL) X (1mg/kg) (5 UE/
kg)=0,001mg/mL

La dosis de muestra de la penicilina G
sodica es de 200.000 Ul/kg, por lo cual:

CMV=(0,005UE/mL) X (200.000UI/kg) (5
UE/kg)=200Ul/mL

Prueba para factores de interferencia

Se debe efectuar la prueba de inhibicion
o potenciaciéon en las soluciones muestra
con una diluciéon menor que la MDV:

MDV penicilina G sédica: 1:20000
—>1:10000

MDV ranitidina: 1:35000 —>1:17500

La preparacion de soluciones de la
muestra para la prueba de inhibicién/
potenciacion para técnicas fotométricas se
realiza de acuerdo con la Tabla II.

La prueba se considera valida cuando el
valor absoluto del coeficiente de correlacion

de la curva estandar generada usando
la solucion C es mayor o igual a 0,980 y
el resultado de la soluciéon D no excede
el limite del valor del blanco requerido
en la descripcion del lisado empleado
como reactivo o es menor que el limite
de deteccion de endotoxina del lisado
empleado como reactivo.

Procedimiento de la prueba

Colocar por duplicado 0,05mL de las
soluciones A, B, Cy D en cada pocillo de una
microplaca y transferir 0,05mL del reactivo
LAL a todos los pocillos. Agitar durante 5 a
30 segundos todos los tubos e incubar la
mezcla en bano de agua a 37 *+ 1 © durante
60 minutos. Detener la reaccion anadiendo
0,025mL de acido acético al 50% a cada
pocillo y medir la DO a 405nm en un lector
de microplacas.

Calcular la concentracion de EB de cada
una de las determinaciones empleando la
ecuacion de la recta:

Y=aX + b reordenada como X = (Y-b)/a

La prueba se considera valida cuando
se cumplen las tres condiciones siguientes:

1. Los resultados de la solucion C de
control cumplen con los requisitos de
validacion definidos en Garantia de
Criterios para la Curva Estandar.

2. La recuperacion de EB, calculada a
partir de la concentracion encontrada
en la solucién B después de restar la
concentracion de EB encontrada en la
Solucién A esta dentro del intervalo de
50%-200%.

3. Elresultado de la solucion D de control
negativo no excede el limite del valor
del blanco requerido en la descripcion
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Tabla II.
Preparacién de Soluciones de Muestra para la Prueba de Inhibicién/
Potenciacién para Técnicas fotométricas

. IL-6 control (MERCK).

. Agua destilada.

Se prepara la solucion estandar EB

para obtener una concentracion de
2000 UE/mL se utiliza como soluciéon

madre para preparar diluciones en
serie.

A su vez, se prepara el control

de NEP con una concentracion
resultante de 1000X, la cual se utiliza

como soluciéon madre para preparar

diluciones en serie de 100X (spike),
10X y 1X (control positivo) que

serviran para el analisis.

Prueba de factores de

interferencia

. Calculo de la MDV: el limite

Solucién | Concentraciéon | Solucién a | Numero de
de endotoxinas la cual se | repeticiones
le agrega
endotoxina
A Ninguna de penicilina 2
G sédica
de ranitidina 2
B R3 = 0,5 UE/mL | de penicilina 2
G sédica
de ranitidina 2
@ R1 = 0,005 UE/ LRW 2
mL
R2 = 0,05 UE/mL LRW 2
R3 = 0,5 UE/mL LRW 2
R4 = 5 UE/mL LRW 2
R5 = 50 UE/mL LRW 2
D Ninguna LRW 2

de deteccion del sistema utilizado

del lisado empleado o es menor que
el limite de deteccion de endotoxina
del lisado empleado como reactivo.

2. PRUEBA DE ACTIVACION DE MONOCITOS

En la presente publicacion se discute la
metodologia a seguir del método A para la
estandarizacion de pirdgenos en penicilina
G sddica y ranitidina inyectable utilizando el
sistema PyroMAT® que se basa en la linea
celular Mono-Mac-6 y en la lectura de IL-6.

Reactivos y soluciones

e Células PyroMAT® Mono-Mac-6
crioconservadas (MERCK).

e CSE con 10,000 UE liofilizada (MERCK).
* Kit PyroMAT™ (MERCK).

e Control de pirdgenos no endotoxicos
(NEP) HKSA (MERCK).

es 0,05 UE/mL, la Concentracion
Limite de Contaminantes, a (CLC)
de la penicilina G sédica y ranitidina
es 0,01 UE/100 Ul y 7,00 UE/mg,
respectivamente. En el mercado
venezolano se encuentra la penicilina
como polvo estéril para reconstituir la
solucion inyectable de 1.000.000 Ul y
la ranitidina como solucion inyectable
de 50 mg/? mL. Se obtuvo para la
penicilina un MDV de 1:2000 y para la
ranitidina 1:3500.

Diluir la muestra de acuerdo con lo
indicado en la seccion de preparacion
de la muestra descrito. usar la curva de
CSE para calcular la concentracion de
equivalentes de EB en cada solucion.
Calcular la recuperacion media de la EB
anadida restando la concentracion media
de equivalentes de la EB en la solucion de
la solucién que contiene la EB anadida.
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Metodologia para el método A:
Prueba cuantitativa:

Se comparan las muestras de penicilina
G sddica y ranitidina con una curva de dosis-
respuesta de CSE que se medira mediante
un Kit PyroMAT™ cuya sensibilidad es de
0,05UE/mL. Para hacer la curva se prepara
una dilucion de concentracion 20UE/mL
para utilizar como spike y como solucién de
partida para preparar las soluciones de EB
a 7 concentraciones (R1-R7): 0,0125UE/mL,
0,025UE/mL, 0,05UE/mL, O,1UE/mL, O,2UE/
mL, 0,4UE/mL y 0,8UE/mL. Los resultados
de la curva seran aceptados si hay una
regresion estadisticamente significativa de
la respuesta medida en la concentracion
de CSE y la regresion de las respuestas
sobre la dosis logaritmica no se desvia
significativamente de la linealidad.

Preparacion de la muestra

* Muestra no contaminada: La
muestra se analiza a 3 niveles de
dilucién que no superen la MDV. Las
pruebas de factores de interferencia
experimentales para la PEB plantearon
que posibles diluciones de trabajo
para la penicilina G sédica es 1:100,
y para la ranitidina podria ser 1:200
(Carrillo y col., 2006). Resultando
para la penicilina G sédica diluciones
de 1:40 (f), 1:80 y 1:160; y para la
ranitidina diluciones de 1:50 (f), 1:100
y 1:200.

*  Muestra con la CSE como spike: Cada
dilucién de muestra se contamina con
0,2 UE/mL (Utilizando la solucion de
endotoxina a 20 EU/mL como spike).

*  Muestra con NEP como spike: Solo la
dilucion 1 de la muestra se contamina
con 1X de NEP (Utilizando la Solucién
100X como spike).

Elllenado de la placa se realiza agregando
50 uL a cada pocillo con la curva estandar,
las muestras y los controles. Una placa
permite analizar 2 muestras, por lo que se
dispondra de la forma que se indica en la
Tabla III.

Preparacion de las células PyroMAT®

Un vial de células es suficiente para la
mitad de una placa de 96 pocillos, por lo
cual se necesitaran 2 viales suspendidos en
20mL de medio de cultivo para realizar el
analisis de las 2 muestras.

Llenado de la placa con cultivo
celular de células PyroMAT®

Dispensar 200 uL de medio de cultivo
con células por pocillo con una pipeta
P1000 para evitar danos en las células.

Incubacion de la placa

Incubar la placa con cultivo celular
durante 22+2 horas a 37 °C en una

atmosfera humeda sin CO.,,.

Deteccion de IL-6 por ELISA mediante
el protocolo estandar

Transferir 100 uL/pocillo del sobrenadante

celular a la microplaca ELISA. Anadir 200 uL/
pocillo del control de IL-6 e Incubar durante
2 horas a temperatura ambiente. Después
de la incubacion, vaciar la microplaca ELISA
y anadir 400 ul/pocillo de buffer de lavado,
vaciar la microplaca ELISA, invertir y secar
contra toallas de papel limpias (repetir este
paso 3 veces mas, para un total de 4 lavados).

Dejar el buffer de lavado en la placa
mientras se prepara la solucion de sustrato y
se deja reposar por 15 minutos. Anadir 200
uL/pocillo de solucion de sustrato e incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente,
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Tabla III.
Preparacion de las muestras, estdndares y controles en Prueba de Activacién de Monocitos (MAT)
CURVA ESTANDAR ANALISIS PENICILINA G ANALISIS RANITIDINA
SODICA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Blanco = 0 UE/mL (Agua Dilucién 1:40 Dilucién 1:50
LRW)
B R1 = 0,0125 UE/mL Dilucioén 1:40 + spike RSE Dilucién 1:50 + spike RSE
C R2 = 0,025 UE/mL Dilucién 1:80 Dilucién 1:100
D R3 = 0,05 UE/mL Dilucién 1:80 + spike RSE Dilucién 1:100 + spike RSE
E R4 = 0,1 UE/mL Dilucién 1:160 Dilucién 1:200
F R5 = 0,2 UE/mL Dilucién 1:160 + spike RSE Dilucién 1:200 + spike RSE
G R5 = 0,4 UE/mL Dilucién 1:40 + spike NEP Dilucién 1:50 + spike NEP
H R7 = 0,8 UE/mL Solucién 1X de NEP

protegido de la luz. Por ultimo, agregar 50

uL/pozo de soluciéon de parada y mezclar
completamente.

Lectura de la microplaca

Medir la DO a 450 nm y 630 nm. La placa
se puede leer dentro de los 30 minutos
posteriores a la adicion de la solucién de
parada.

Interpretacion de los resultados

La muestra contiene NEP si la diferencia
de senal entre la muestra con spike y la
muestra sin spike, expresado en EEU/mL,
esta por encima del LOD = 0,05 EEU/mL.

Para cada dilucion de muestra valida,
la senal de OD se convierte en EEU/mL,
se corrige con el factor de dilucion y se
compara con la Concentracion Limite de
Contaminantes (CLC) para concluir que la
muestra analizada:

Cumple: Si el valor de EEU/mL en la
muestra pura de penicilina G sédica es <
0,01 UE/100U]I, o Si el valor de EEU/mL en
la muestra pura de ranitidina es < 7 UE/mL

No cumple: Si el valor de EEU/mL en la
muestra pura de penicilina G sodica es <
0,01 UE/100UlI, o Si el valor de EEU/mL en
la muestra pura de ranitidina es < 7 UE/mL.

Conclusiones

Se realizaron los calculos y revision
tedrica para la estandarizacion de las
pruebas de EB en dos soluciones estériles,
penicilina G sédica y ranitidina inyectable
por la prueba de LAL mediante el método
de gelificacion y el método cromogénico,
ademas de la MAT.

Se discutieron los sistemas que existen en
el mercado, como el Pyrotell®, Pyrochrome®
y PyroMAT®.
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Los métodos cuantitativos se emplean
si satisfacen los requisitos para métodos
alternativos, pero, en caso de discrepancias,
el resultado obtenido con el método de gel
clot en tubo es el definitorio.

El método de MAT es la Ginica prueba
de pirégenos realizada en una linea celular
e imita la reaccion inmunitaria humana,
permite la determinacion de endotoxinas
provenientes de bacterias gram negativas, y
ademas de NEP de bacterias gram positivas,
levaduras, hongos, virus. El MAT permite
la eliminacién del uso de experimentacion
con animales.

Recomendaciones

La realizacion de este proyecto pretendio
ser una revision bibliografica de los
estudios realizados sobre la determinacion
de endotoxinas por los métodos LAL y MAT
en penicilina G sddica y ranitidina, por lo
que se recomienda llevar a cabo los ensayos
pertinentes para comprobar los analisis
propuestos en el mismo.
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