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INTRODUCCION

En la Industrie Parmacéutica es necesario controlar las dig
tintas fuentes de contaminacidn bacterisna ya que es de primor--
dial importancie el asegursr que los productos pare administra—-
cién parenteral estén libres de pirégenos, de acuerdo a las espe

cificaciones de cada caso en particular.

En virtud de que estos productos potencielmente pueden ser
pirogénicos si durente su proceso no se siguen los controles ne-
cesarios, se hace caso omiso de las Buenas Préacticas de Marufac-
turg o bien, durente el mismo son expuestos a una fuente de con-
teaminacién baecteriana .

Debido a estos riesgos los productos farmacéuticos para ad
ministracién pasrenteral se someten a une serie de pruebas para -
asegursr su apirogenicidad, ya que éstos van a ser administrados
directamente al torrente circulatorio del paciente y cualquier -
efecto adverso serfa peligroso para la vida del mismo ya que po-
dr{a provocerle desde fiebre hasta un shock que lo encaminaria a

la muerte,

Por esta razén, elaborar productos farmacéuticos conlleva
gren responsabilidad y nunca serA suficiente el esfuerzo que se
haga para mejorar la celidad y servir mejor a la sslud. En este
trabajo experimental nos proponemos estudiar la cslidad microbig
légica de un proceso de fabricacién de un inyectable en soluciédn,
de pequefio volumen, a través de sus Controles en Proceso y auxi-



liéndonos del perdmetro pirogenicidad como elemento de medicién
en el seguimiento. Eeperamos finalizar proponiendo bases précti
cas para lg aplicacidn de la Prueba de Pirdgenos In-Vitro cono-
cida como Lisado de Amebocitos de Limulus (L.A.L.); al usarse -
como una Prueba de Control en Proceso para detectar fuentes pi-
rogénicas y eliminarse antes de que su efecto dismimuya la cali
dad del inyectable en etapa de mamufactura. Dando como resulta-
do mayor celidad, seguridad y ahoxro de costos. As{ como contri
buir & preservar la salud de la poblacién y desarrollar une herra
mienta ¥til a los profesionales farmacéuticoa,



CAPITUIO I

l.1.,~ GENRRALIDADES SOBRE PIROGENOS.
Un problema conocido deasde que se inicié la terapia endove

nosa es la reaccién febril que se manifiesta poco después de la
inyeccién, Este tipo de respuesta puede presentarse al inyectar
con prudencia cualquier solucidn (salvo de substancias que por
‘s smean pirogénicas) por via endovenosa o intramusculsr, inclu-
so la sangre nos produce trastornos de tipo hemol{tico o anafi-
léotico, y es debido a la hresencia de pirdgenoe bacterianos, -
fingicos y posiblements virales, acarreados en la solucidn.

Los pirogénos de los gérmense gram negativos, a la fecha -
parecen ser los més activos manifesténdose por hipertemia en el
conejo y en el hombre,

Los pirdgenos provocan otros efectos farmacolégicos aparte
de los ya sefialados, siendo los mds importantes una modificacién
en el contaje de los glébuloe blancos, alteracién en la coagula
cién y, en grandes dosis, pueden producir shock y muerte.

En la bibliografia se suelen usar indistintamente los tér-
minos "“pirégenos bacterianos® “endotoxinas". 3in embargo, las -
endotoxinas son espec{ficamente lipopolisacdridos de alto peso
molecular que provienen de less membranas de los gérmenes gram =
negativos, No son los dnicos agentes pirogenéticos producidos -
por miocroorganismos ya que gérmenes gram-positivos, hongoe y vi
rus también los producen, pero no poseen las miemas propiedades
bioquimicas, El término pirégeno bacteriamno incluye a todoe los



agentes pirogenéticos de origen microbiolégico, incluidas las -
endotoxinas.

Bn 1923 Siebert 1lamé substancias pirogénicas a las respon

sables de las reacciones febriles,

1.2.~ DEPINICION DE PIROGENOS,
Los pirégenos son producto del metabolismo de microorganig

mos gram-negativos en su mayoria, siendo de naturaleza lipopoli
sacérida que al ser introducidos al torrente circulatorio por -
via parenteral provocan una respuesta febril.(l)

1,3,- CLASIPICACION DB PIROGENOS.
Existen dos clases de pirdgenos que son: los de origen ex$

geno (exotoxinas bacterimnss) y los de origen endégeno, los cua
les a su vez se subdividen en pirégenos bacterianoe y leucocita
rios.

Loe pirdgenos endégenos de origen bacteriano son agquellas
substancias constituidas en su gran mayorfa de las membranas ce
lulares de las bacterims gram-negativas que pasan a la circula-

cién del huédsped creando un cuadro infeccioso.

Loa pirégenos endégenos leucocitarios son liberados de las
células sanguineas (leucocitos) después de que el microorganis-
mo es fagoeitado por las célulams del sistema reticulo/endotelial
del huésped, (2)

El pirégeno exégeno es un grupo formado por las exotoxinas
bacterianas que son venenos quimicos secretados por las bacte——
rias patégenas, principalmente las gram-positivas. Las gram ne-
gativas rara vez producen exotoxinas, Una exotosina se puede ~-
trensformar en toxoide, de gran importancia en la produccidn de
vacunas,



Bl pirégeno exdégeno es fagocitado por las células (macréfa
go8, linfocitos, polimorfonucleares) presenténdose un precursor
para que se forme en una o dos horas y exista la produccidn del
pirégeno endégeno de acuerdo & los mecanismos estudiados, Des--
pués este pirdgeno endégeno va hacia el hipotédlamo y produce la
fiebre.

Como ya se menciond con anterioridad, ocuando se administra
una sBolucidn pirogénica a grandes dosis pusden producir shock y
mierte. Durante el perfodo de latencim, loe gramilocitos demapa
recen virtualmente del torrente circulatorio por adherencia a =
las membranas de los vasos sanguineos, este hecho fue lo que hi
2o pensar que la endctoxina o pirégeno no actda en forma direc-
ta sobre el hipotdlamo sino a través de un agente endégeno pro-
ducido por el granulocito vor efecto de aquél. Ia produccién =—-
del pirégeno enddégenc se debe a un proceso metabdlico y puede -
8ser bloqueado por algunos inhibidores de enzimas, Todo ello tie
ne relacién con el sistema inmune. (3).

En muchas de las reacciones pirogénicas entran en Juego —-
reacciones comos fagocitosis, formacién de sustancias como mon
las linfocinas y todas éstas van a ayudar para que se forme el
pirégeno endégeno.

Las sustancias pirogénicas que pueden producir estas feac-
ciones en el caso por ejemplo de bacterias gram negativas, son
los lipopolisacéridos y la reaccién pirogénica se puede deber a
un efecto t6xico o por un efecto fagocitario.

Este mecanismo es bastente complejo, el sistema inmune in-
fluye en gran forma; la toxicidad en algunos casos puede ser al
guna reaccién antigénica y en otros, se puede presentar una reac

c¢ién por mediadores de formacidn de complemento.



Todavia existen muchss dudas acerca de este mecanismo de ~
liberacidn del pirdgeno endégeno. Se dice, por ejemplot si exig
te un precursor enzimdtico en la célula & es sintetizado por ~-
uns eefial, ¢ es un procesc de induccién genéticamente controla-
d07. Las células que intervienen son de¢ la serie monocitica y -~
grammloc{tica., Los neutréfilos y los monocitos son capaces de ~
generar pirégenos endégenos mientras qus los linfocitos no, sin
embargo s paosidble que los linfocitos puedan producir factoresa
solnbles como son las linfocinas, fsnémens adn por comprobar,

1l.4.~ CIASIPICACIOR DR LOS INYECTABLES.

En 1965 Charlion clasifica los productos inyectables en dos
grupos de acuerdo ton el riesgo de pirogenicidad que puedan te-
ner estos: de gran riesgo y de poco riesgo. De gren riesgo, so-
luciones de gran volumen; desde luego esto es légico puesto que
van directamente sl torrente sanguineo y en gran volumen., Los -~
productos que por su naturalega resulten ser un buen medio de -~
cultivo, s decir aquellos productos que son extraidos desde na
teriales muy ricos en oroteinss como son los hemoderivados o ex
tractos de gldndulas (como extracto de higade) y aquellos que ~
son pirogénicos per-se, En este ¢aso se encuentran las vacunas
que son per-se pirogénicas y que en un momento dadc pueden ser
de gran riesgo cuando se aplican.

De poco riesgo son aguellos productos que se administran -
en pequefios volumenes y vroductos que son inhibidores o contie~
nen inhiblidores, desde luego porque agui van actuar sobre los -
microorganiemos y es més dificil que se presenten y que prolife
ren éstos.



1.5.~ DESPIROGENIZACION.
Se puede lograr de dos formas: por inactivacién o por remo

cién de endotoxina.

Tos métodos de despirogenizscidn varfan en su eficlencis y
deben ser disefiadoe especificemente pars cada situacidn. Algunos
son mis aconsejables para superficies sélidas que para solucio-
nes, otros son efectivos unicemente en materiaslss gue pueden to

lerar o conformarse s las condiciones requeridas por el método.

DESPIROGENIZACION POR INACTIVACION DE LA ENDOTOXINA

HIDROLISIS ACIDO.BASE.

La despirogenizacidn utilizando hidrélisis acida o bdsice
reduce 0 elimina la actividad bioldégica de lipopolisacéridos =
bacterianos por desactivaoidn del Lipido A. Se ha ueado Solu~—-
cidn de Acido Acético Glacisl el 1% por 2 o 3 Hrs, a 10000., So,
lucidn de Acide Clorhidrico 0.05 N. por 30 min. a lOOOG., Solu=
¢ién de Hidréxido de Sodio 0.1 N. en Etenol el 95% o en Dimetil
sulféxido al 80%, logréndose buenos resultados. (4)

OXIDACIORN.

Bete método usa agentes como Perdxido de Hidrdgeno, Oxige~
no molecular, Hipoclorito de Sodio, Acido Peryédico, Peryodato
de sodio, Permanganato de Potesio diluido, Acido Niirico, Dicrg
mato y Diéxido de Selenio. Su mecanismo de inactivacidén es poco
conocido, se revorta como una peroxidacidén de los dcidos grases
presentes en el Lipido 4 del lipopolisacdrido. Ia inactivacidn
por Perdéxido de Hidrdgeno depende del tiempo, pB y su concentra
¢idén, Ofrece algunss ventajas sobre otros métodos por manejar -~
bajes concentraciones (0.1 M. por 2 Hrs, 6 0.04 M, e 116°cC. por
20 min. 6 1% 2 HAre,) y ser facilmente eliminsdo en solucidn. (5)



ALQUILACION,

Un estudio publicado por Teuji y Harrison demostraron
que la endotoxina E. coli 01273B8 redujo su actividad en un
94% después de que fue esterilizada por Oxido de Etileno 12%
y Preon 88%, 50% de Humedad Relativa, 3.5 psig, por 6.5 Hrs. (6)
Este método es avlicable a substancias termolébiles y accesg
rios quirirgicos; comunmente se usa Oxido de Btileno, Anh{--
drido Acético, Anhfdrido Ptélico, etc.

CALOR SECO.

La aplicacién de calor seco convencional (hornos por -
conduccidn o radiacidén) ha sido el método de eleccién pars -
despirogenizar materiales resistentes al calosz)ﬂl mecanismo
de inactivacién de las endotoxinas es incineracién. Los es~-
téndaree indican condiciones de exposicién como no menos de
25000. vor no menoe de 30 min., no obstante son valores rela
tivos y dependerdn circunstancialmente del volumen de oarga
del horno. Se recomienda no usar temoveraturas menores de¢ w—-
175%.

CALOR HUMRDO,

Estudiando la estabilidad térmica de las endotoxinas se
encontré que el calor hdmedo no es efectivo para despirogeni
zar, en condiciones normales (121°C., 15 psi., pH neutro, --
por 20 min.). No obatante la accién de clertos agentes despi
rogenizantes (peréxido de Hidrégeno, Carbén activsdo, ete.)
me joren su efectividad cuando las soluciones a depirogenizar

son autoclaveadas.

RADIACION.
El Cobalto (Co.60) reduce la toxicidad de las endotoxi-



nas bacterianas. {8) No obstante el deaconocimiento de los -
cambioe quimicos que se producen en las soluciones parentera
les durante 1a radiacién, hacen que su uso se vea poco favo-

recido,

DBSPIROGENIZACION POR REMOCION DE ENDOTOXINAS.

ENJUAGUE,

El método més antiguo y simple para remover endotoxinas
de superficies sflidas es enjuagando con un solvente no-piro
génico, generalmente Agua Estéril U,.S.P. para Inyeccidén. Mé-
todo efedtivo cuando Bse aplica a materiales con bajos nive--

les de contaminacién. (9)

DESTILACION,

Método més antiguo y efectivo para remover pirdgenos --
del Agua. Su mecanismo es relativamente simple: El agua cam—
bia de fase dos veces, de liquido a vapor y de vapor a liqui
do. Durante le primera fase, el calentamiento rédpido en el -
destilador origina que agua evapore y el sistema agua-vapor
lo active. Como los pirégenos se asemejan a una mélécula --
grande, no nueden acelerarse tan répidamente como el agua-va
por, son hechados a un lado por inercia. Estas moléculas (pl
régenos) permanecen en las gotas de agua acarreadas por el -
vapoxr y accién de la gravedad logran un alto peso molecular.

CARBON ACTIVADO,

Tiene una gran afinidad por substancias no iénicas y de
alto peso moleculer. La despirogenizacién de soluciones se =
baga en la adsorcién fisica de la endotoxina al Carbén acti=
vado. Bl carbén es removido por filtracidn o precipitacién.



OSMOSIS INVERSA.

Es une de los dos métodos reconocidos nor la U,S.P, para -
la produccién de Agua estéril vare Soluciones Acuosas Inyecta--
bles,

Remueve endotoxinas ovor exclusidn (9). Las membranas con--
vencionales paras Osmosis Inversa (nominalmente con un tamario de
voro cercanoc & 10 Amstrong) son de acetato de celulosa o volya-
mida con poros lo suficientemente nequefios para excluir iones.
Retienen grandes cantidedes de sales bajo cierta presién de i1

tracién,

ULTRAPILTRACION.

Es un método vara remover virdgenos de soluciones o mate--—

rias primas de bajo & mediano veso molecular (9).

Las membranas para ulirafiltracidn son seleccionadss sobre
las bases de lfmites de exclusidén de vesos molemlsarae y su efec
tivided como filtro despirogenizante estriba en su accidn selec
tiva; esto es, las endotoxinas que exceden el veso molecular 1i
mite de exclusidn son retenidas en la superficie de la membrana.
Bl tamafio de una subunidad bdsica de lipolisacdrido es da - --
10,000 = 20,000, Normalmente los agregados de moléculas de LPS
pesan de 300,000 a 1 millén. Un mondmero no sgregado raramente
se encuentra en soluciones acuosas. Considerables cantidades de
endotoxina en solucidn acuosa vueden removerse con un ultrafil-

tro seleccionado & un peso molecular de 100,000 o més.

10



CAPITUIO IX
2,1.~ LISADO DE AMEBOCITOS DE LIMULUS.

A pesar de todos los avances en el conocimiento aobre -~

la nsturaleza quimica y fisiolégice de los pirégencs, la prug
ba permanecié por mds de cuasrenta &os sin cambio,

Bn Estsdos Unidos la Prueba de Pirégenos fue introduci-
da en la Farmacopea en 1942; consistiendo en escencia obser-
var la respuesta febril en conejos al ser inyectados por via
endovenosa, con una cantidad previamente especificada del —-
producto. Sin olvidar que, como sucede con la Pruebs de Este
rilidad, la Prueba de Pirdégenos nunce ha intentado garanti--
zarse por un resultado negativo; més bien se trata de una ==
comprobacidén final bajo la premisa de que numstro producto -
ha sido debidamente controlado durante todo el proceso de --
elaboracidn,

No obstante la atencién hacia esta Prueba ge ve desvia~
da cuando ss descubre una reaccidn de gelificacién "in vitro®
entre sndotoxinas y el lisado de amebocitos de Limulus,

La Prueba IAL (Lisado de amebocitos de Limulus) ha sido
reconocida como la mds sensible, con el método més convenien
te para detectar endotoxinas bacterisnas comunmente conocie=
das como pirégenos, existiendo en estado libre o en forma ==
asocisda con la pared celular de bacteriass gram-negativas,

Se basa en la propiedad de gelificecién, mecanismo caracte--
ristico del cangrejo Limlus Polyphemus, encontrado en aguas
litorales de Ratadoe Unidos de Norteamérica, espec{ficamente

8 lo largo de la costa oeste, Ios cangrejos herradura son £6
siles vivientes de aproximedamente 300 millones de &flos y ==
tienen como parientes méa cercancs a la familia de las arge-
flas, Lom grandes ejemplares se establecen en las costas del
Atléntico, siendc las hembras mucho mds largas que loe machos.
Las especies que se utilizan pare este fin, fueron recolects

11



das a una vrofundidad de 30 o 40 onies cerca de Chiconteague,
Virginia., Accidentalmente se encontraron dos pequeflas espe~~
cies de Limulus en el sureste de Asia; por lo cual, los Jjapo
neses también producen el liasado.

El cangrejo herradura posee un sistema primitivo de ge-
lificacidn sanguinea como mecanismo de defensa contra bacte-
riaas de bacillus gram negativos. Sus células sangufneas, o -
amebocitos, se agregan para formar una malle, encima de la -
cual se forma un gel protefnico cuando el cengrejo estd heri
do y sujeto a invasién de endotoxinas o bacterias (10),

En 1956, Praderick Bang encontré que cuando el sistema
de gelificaciém fallaba moriam el cangrejo por coagulacién in
travascular después de una infeccién dacteriana.

En 1964, Levin y Bang demostraron espec{ficamente que =
la gelificacién s¢ debia a que la endotoxina aectivaba el sig
tema enzimdtico mediante la conversién de la proteina coagu-
lable del amebocito a gel. El punto de gelificacién (medido
por densidad 4ptica) fue relacioneda a la conceniracidn de =
proteina pre-coagulante.

Exdmenes posteriores del gel reflejaron una matriz de =
fibras muy finas de 50-100 micras de didmetro,

La especificidad por la endotoxina a concentraciones rg
levantes para la pirogenicidad, como activador de la enzima
pro-cuagulante de los amebocitos, fue descubierta por Yin y
otros investigadores (11},

El andlimsis de lisado indica que se precisan cuatro -——
substancias para que se lleve a cabo la reaccién de coagula~
cidn del 1lisado; tres de ellas, la enzime procuagulante que
es una fraccidn de peso molecular alto, sensible al calori =
las proteinas coasgulables (coagulégenos) es una freccién es-
table al calor de bajo peso molecular y los cationes divalen

12



tes (Cn’z). Iniciéndose en presencia de endotoxina (lipopoli
sacérido) de bacterias gram negativas.
Bl mecanismo de la reaccién implica la activacién de la

2 y endotoxina. Esta enzima amcti

enzima precosgulante por ca*
vada cataliza sl desdoblamiento del coagulégeno en subunida-
des de polipéptidos, La naturaleza quimica del coaguldgeno y
sus subunidades coagulantes fueron estudiadas en el Limulus
Polyphemus y el Tachypieus Tridentatus (una especie parecida
al cangrejo cacerocla que fue encontrada en el mar de Japén y
que tiene la misma rdaccién que el Limulus a las endotoxinas),
En estos estudios, las subunidades de coagulégeno se denomi-
naron cadenas A4, B, O, de las cuales las cadenas A y B estén
unidas por enlaces bisulfuro formando el codgulo. la cadena

C liberada de la porcidnm interior de la molécula madre, no -
sstd incorporada al codgulo.

Bn el Limulus, el coagulégeno polipéptido estd compues-
to de aproximadamente 215 residuos de aminodcidoas. La coagu=-
lacién ocurre después de la divisién de un péptido de 45 re-
siduos de aminodcidos del grupo corboxilico final de la cads
na, para dar un péptido soluble C, y un péptido insoluble de
aproximsdemente 175 residucs de aminodcidos. El péptido inso
luble, llamado coagulina, sufre la polimerizacién para for-=-
nar un codgulo estable.

El mecanismo por el cual se produce la divisién del coa
gulégeno por la enzima procoagulants se cree que es similar
al de la pripsina, hidrolasa de la serina. El disopropil -
fluorofosfato y otros inhibidores de lm hidrolasa de la seri
na, inhiben la reaccién de la gelificacién.

As{ en 1969, J.P, Cooper reconocid la aplicacién de LAL
en Pruebas de Pirdgzenos de productos parenterales, a pesar -
de que esta prueba "in vitro" fue usada inicialmente como un
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mecenismo valioso en 1m investigacién de endotoxinae, se con
gsiderd de mayor utilidad en esta area.

De all{ que se prepara un lisado de células lavadas de
amebocitos, reactivo indicador muy sensible de la presencia
de endotoxinas. Eate reactivo es preparado sangrando por ——
puncién cardiaca el corazén del Limulus msdure y sano. El &
mebocito de las células circulentes de la sangre, es cuida~
dosamente concentrado, lavado y lieado por efecto osmético.
Bl producto finsl es sensible aX calor; son necesarios para
su estabilidad la refrigeraciénm, congelamiento o liofilige=
cién. Se walora contra endotoxina purificada y se acepta si
detecta 1 ng./ml., o menor concentracidn de la endotoxina de
referenaia U,.3.P, . propuest# por la Food and Drug Adminip——
tration para estandarizar la preparacién del producto final
y asf regular su produccidn.

Bn 1971, Gooper, Levin y Wagner publicaron el primer -
estudio comparativo de la Prueba L.A.L. ve., Prueba de Piré-
genos U.S.P. (12).

Solum (1973) describié ciertas caracteristicas de la -
forma del gel y no gel, de la proteina, Ademds While Sulli-
van y Watson (1975) describieron la ensima coagulante.

2.2,~ TECNICA DE LA PRUEBA DB LIMULUS.

El ensayo L.A.L. se prepara adicionando, reactivo re-—
constituido, a voldmenes ignales de la muestra liquida, en
un pequefio tubo de vidrio para ensayo. La muestra se incuba,
sin movimiento, a 37°C. por 60 X 2 min. BEn seguida a la in-
cubacibén, la prueba es evaluada invirtiendo los tubos de in
cubacidédn 1800. 31 el tubo de prueba muestra un gel sélido y
firme que resiste la inversién, se considera positiva; si -
no forma gel o éate se rompe en la inversién, la prueba es
negativa.



La prueba llega a ser cuentitativa ei el reactiw L.A.L,
es estandarizsdo primeramente contra une endotoxina purifica~

as.

2,3.,~ CONDICIONBS ESPRCIPICAS DE LA PRUEBA.
Material ds vidrio,- Debe ser esterilizado por calor se-
co. 200°C. por 2 Hrs. o 250°¢. por lo menos 60 min.
femperaturs.—- La temperatura de incubacién debe mantener

se de 36 a8 38°C. Se ha observado que la resccién se retarda -
fuera de este rango, la sensibilidad de esta prueba se reduce
suy marcadazente a 2500., mientras que ze destruye a 4500.

pH.~ Bl pH del producto debe ser ajustado de 6 a 8, eon
solucidn de Acido Clorhfdrico diluido, Hidréxido de Sodio o ~
solucidn smortiguadora de fosfatos,

Incubacién.~ Bl tubo debe permanecer sin egitacién duran
te la incubacién} se ha observado gue una agitecidén previa --
puede destruir el gel irreversiblemente llevando a un results
do falso~negetivo,

Control Positivo.- Util en la comprobacidn directe de in
hibiciones por egentes quimicos, antidbiéticos, excipientes; -
muchos inhibidores son supsrados por ajuste del pH 0 DPOT Wé=w
dio de 4ilueidn,

Se prepara contaminendo una alicuota de la muestra pro--
bloms con solucién concentrada de endotoxina valorsda,

Control Negativo.~ Para detectar contaminacién inadverti
da en los diluentes utilizsdoes,

Limpieza del material.- Es de primordiel importancia que
31 material ds vidrio esté limpio ya que pequefias trazas de ~
jabén, dlcalis, 4cidos u otroe contuminantes pueden reflejar ~
un falso-negativo, Es recomendable completar 3 ciolos de lava
da, secado y esterilizado en caso de material de primer uso -
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pars eliminar silicatos y substanciass regiduales vpropias de
su manufactura.

2.4,~ SU RELACION CON LA PRUEBA DE PIROGENOS U.3.P.
La Pruebe de Limulue y la Prueba de Pirégenos U.S.P. no

vusden ser comperadas directamente ya que se deben estable-
cer precondiciones para que la comparacién ses v4lida,

La respuesta pirogénica en conejos es indevendiente de
le cantidad de pirdgenocs inyectada por unided de peso del ~
animal; las primerss dosis de sensibilided son dependientes.
En contraste, l& Prueba de sensibilided de ILimulus depende
escencialmente del tiempo y de la concentracién porque el =~
rango de opacidad del gel fofmado, en el punto finel, es de
pendiente de la concentracidn de endotoxina, Bsto es, el —
tiempo de gelacién se incrementa cuando la concentraciém de
endotoxina decrece, Por lo tanto, cuendo se comvaran la sen
8ibilidad de las dos pruedas a uns concentracidén pirogénioas,
¢l volumen en la Prueba U.3.P., y el tiempo en la Prueba de
Limulus deben ser constantes. El volumen no es una variable
en la Prueba de Limulus porque se utilisga constante, gene—-
ralmente de 0,1 a 0,2 ml,

Griesman y Hornick indican que el conejo y el hombre -
tienen respuestas similares a un nivel pirogénico dado en -
ung dosim por kilogramo. Bl factor de seguridsd para ambae -
pruebas puede ser determinado por Qdosis, para parenterales -
de pequefio y gran volumen, Cusndo wun. parenteral de gran vo-
lumen es administrado, este factor se aceres & 1; esto es, -
la segurided en la Prusba de Limulus decrece cuando la dosis
humana de un producto se incrementa. Bato ocurre porque la -
toxicidad de la endofoxina en el hombre y en el conejo es de
pendiente de la dosis, mientras que 1a Prueba de Limulues ee
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dependiente del tiempo y concentracién de endotoxina. As{ el
panto,final para la formacidn del gel es dependiente de la -
concentracién de endotoxina; y el tiempo de gelacibn se ine-
ocrementa cuando la concentracién de endotoxina decrece.
Cuando se administran parenterales de gran volumen el -
factor de seguridad se aproxima & 1. Para Limulus éste decre
ce cuando la dosis humana (ml./Kg.) de un producto se incre-

menta.

2.5.= APLICACIONES BSPECIFICAS.
Los agentes quimioterapéuticos son una clase de produce

tos farmacéuticos que tienen un alto indice de efectos adver
808 como sons reaccién febril frecuentemente presente después
de la administracién, poteneializacién entre la endotoxina y
agentes antitumorales., Por ejemplo en el tratamiento L-Aspa-
raginasa las reacociones adversas son: vémito, néuseas, fie-
bre y cambios hematoldégicos; estas reacciones son debido en
parte a la contaminacién con endotoxina, ya que esta enzima
antileucémica es preparada a partir de B, coll o Frwinia, -~
Por lo tanto la nrueba farmacopeica que indica la U.S.P. en
conejos es inadecuada dado que esta especie es sensible a -
los efectos téxicos de la L-Asparaginasa, resultando asf{ la
valiosa coopsracién de la Prueba L.A.L. para controlar la ca
lidad pirogénica no sélo de estos productos, sino también de
radiofirmacos, homoderivados, etec. (13).
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CAPITULO 111

3.1,~ CRITERIOS BUENAS PRACTICAS DE MARUPACTURA.

Una de las tareas de la Microbiologf{a en la Industrie Farma

céutica es la de salvaguerdar satisfactoriemente la calidad micro
bioldégica de los medicamentos.,

Eata labor debe ser complementede por un sistema de seguri-~
dnd integrado gue incluya medidas preventivas (higiene) y rele--
vantes Controles Microbioldégicos (de productoe en proceso y ter-
minados), comot

¥uestreo y andlisis de meteriase primss y meteriales.
Higiene en la Mamufactursa.

Control microbiolégico de los Procesos de Manufactura.
(Condiciones embientales, equipo, servicios, ete.)

Huestreo y andlisis de graneles y producto final,

Involucra Controles en Proceso que son medidas de obeervan-
cia ejercides desde la recepcidn de materia prima y llevadas du-
rante la memufacturas, basta la transformacién completa en produc
to terminado.

Los componentes usados en la manufactura de productoe esté-
riles requieren tratamiento especial para hacerlos adecuados a =
su uso. La prenaracién de formas de dosificacién estéril impli--
can conllever a la vez los diferentes elementos del producto de
tal forma, y bajo tales condiciones, que el producto debe estar
libre de contaminacidén por microorganismos viables., Los produc--
tos parenterales deben estar siempre protegidos de conteminscio-
nes particulares y materiales pirogénicos,
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Los procesos estériles requieren que todos los elementos —-—
del producto, incluyendo componentes estériles, equipo de panu-——
factura y acondicionamiento, condiciones ambientales y personal
que lo elabora, deben ser adecuadamente controlades para asegurar
su esterilidad durante todo el tiempo del proceso.- (Se.recomien

da hacer pruebas de reto al sistema).

Por lo tanto, 8i las Buenas Précticae de ¥amifactura sugie-
ren que las condiciones que prevalezcan durante la misma no de=-=
ben fomenter la proliferacidén microbiana, enténcee requiere eva-
luar la carga de microorgenismos en varios sitios por medio de -
un Monitoreo Microbioldégico (14). Esto es, la funcién de los mo-
nitoreos microbiolégicos consiste en medir el grado de eficien—
cia de los Controles en Proceso para determinar la carge micro—
bians que emsne de las Puentes de Contaminacidn predominantes en
el Sistema (aire, agua, vapor, contenedores primarios del produc
to, equipo, materias primas, personal, etc.); ademds para evaluar
procedimnientos de limpieza de planta suficientes que sirvan como
indice de niveles de sanitizacién departamental; para eastablecer
sobre estas bases los resultados de un proyecto que en funciona-
miento reducird fallas en la calidad.

Un programa de monitoreo debe establecer el perfil microbig
16gico (a base de registros) de cada mmestreo inclufdo en el nis
mo. Las causes que pueden afectar a estos perfiles son: arrancar
ua nuevo proceso, modificar un process existente, nuevos compo—-
nentes, un cambio en el procedimiento, la instalacién de un mue-
vo equipo, diferencias significativas en los resultados de las -
pruebas microbioldégicas, facilitar la revisidn, reamudacién de -
operaciones suspendidas por alguna causa no inherente al proceso
(falla mecénica o energia eléctrica), cambios de personal, ete.

Los perfiles microbioldégicos o biocarga Be usan para estam-
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blecer los requerimientos minimos de calor y tiempo, distribu-—
cién, penatracién etc. en la validecién de los procesos de estg
riligacién.,

Cada laboratorio fermacéutico debe recoger datos para estg
blecer lineamientos internos que puedan ser uesados como soporte
de los planes en accién, en respuesta a los resultados de las -
pruebas. Los planes pueden involuorsar requerimientos adicionales
de operaciones de limpleza, muestreo y ensayos. Pueden variar,
por lo miemo, de un sitio a otro, lo que indica que la frecuen-
cia del monitoreo se ajusta & la historias de cada uno de ellos,
Deben estar por escrito y del conocimiento del personal, tanto
de manufactura ssf{ como también de Control de Calidad, Los re--
eultados de lae pruebas deben ser revisados por el Departamento
de Produccidn, Cuando se requiera accién correctiva, &ésta debe
ser formulada para disminuir el riesgo de pérdida de un lote,

3.2.~ BL HOXBRE COMO FUENTE DE CORTAMINACION.
El ser humano suministra laes condiciones de vida eugenési-

oss parsa una gran multitud de microorgsnismos.

Las posibles contaminaciones que emanan del hombre provie-
nen en su mayor parte del pelo, oido, nariz, gergants, manos (he
ridas) y tracto intestinsl,

Las rutas de transferencia sons
V{a cabello {pelo).

- Via aire.~ Durente el habla, toser, etc.

Via el polvo.-~ Microorganismos o particulass de
de polvo transportados durante el mo
vimiento,

Transferencie directa de microorganismos.
0 traneporte mecdnico propiciasdo por
el Personal que labora en las Areas
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Asépticas al no observar los regla~
mentos de las Buenas Précticas de -
Manufactura por ignorancia, negli~
gencia o indiferencis, etc.

Una fuente potencial de peligro que emana del hombre son -
microorgenismos portadores y eliminadores crénicos, que se re--
flejan con un marcado incremenio de infecciones en el personal,
detectadas por el servicio médico a base de exémenes bacteriold
gicos de heces, o bien ei es el caso de portadores externos sefia
laremos como un ejemplo de fuentes infecciosas la menstruacién
tipica del personal femenino. Por otra parte, algunss firmas far
macéuticas han reportade casos de enteritis caueads por salmong
la identificando: S. heidelberg, S. tiphimurium, S. london, etc.
y recomiendan el uso de una Prueba de Inmunofluorescencia para
portadores externos de la salmonella fecal. Se basa en la reac-
cién directa entre los anticuerpos marcados con PITC {Isociana-
to de fluoresceina) y los antigenos somdticos y flagelar de la
salmonella. Una ventaja de este método (que tiene buen reconoci
miento por la P.D.A,) es la exclusidn répida de caesos negativos.
Los hallaggos positivos necesitardn ser examinados posteriormen
te siguiendo las reglas de la bacteriologia convencional, exhaus
tives investigaciones hablan en favor de este procedimiento,
(15) (16) (7).

La constante preocupacién del farmacédutico por mantener en
alto la calidad microbiolégica de sus productos y ante la ausen
cia de una pauta o directriz que evalde sus controles para lle-
ger a un Sptimo, ha hecho que éste conjunte una serie de obser-
vaciones particulares y las extrapole en la prédctica a estédnda-
res para hospitales, por ejemplo, donde la mano o guantes, den-
tro de un area aséptica no deben mostrer més de O a 2 coloniaa
por dedo. También es aplicable el M¥étodo de Lingnau (18) que su
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giere lavar ambas manos en solucidn salina estéril y determinar
subsecuentemente la carga microbiana por el Método de Piltracién
por Membrana tomando un maximo de 50 microorganismos, por ambas

manos, como valor limite relativo.

Desarrolla técnica légices que demuestren la contaminacidn;
48l es el caso de 18 placa Rodac para pequefias superficies (como
hiellas dactilares o digiteles, zapatos, etc.,) y el Método de —-
cultivo de Contacto Agarflex del Profr. Kans vara grandes super-
ficies de pared cuando son restregadas con escobillones o espon-

jas limpias,

M¥uchas de las posibles contaminaciones provenientes del hom
bre son producto de observaciones sisteméticas de eventos aisla-
dos comos desgaste de cofies, proteccién de bocam, guantes, fre--
cuentes cambios de ropa, arems de vestido, sistemas de limpieza
adecuadoe, etc. (19).

Llevar controles Microbioldégicos a intervalos considerables
vara mantener la higiene versonasl, reglamentar sobre técnicas de
vestido y trabajos asépticos para confirmar los sucesos de estas

evaluaciones de planta y codificar el éxito de los monitoreos.

Como un sjemplo ilustrativo de estos trabajos asépticos te-

nemos el monitoreo del lavado de las manos.

Desde el punto de vista como fuente de contaminacién, son -
portadoras de microorganismos residentes y en otros casos poten-
ciales acarreadores de contaminantes. Por lo tanto requieren de
labores aproviadas de desinfeccidén que escencialmente se sinteti

zZan en 3 etapest

a).~ Lavado preliminar de las manos con agua corriente vara
disminuir cerga bacterisna ceracterizads por staphylococcus de -

baja pirogenicidad,
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cocus de baja pirogenicidad.
b)e= Elecocién adecuada del antiséotico que remueva aquellos
microorganismos restantes y dificiles de eliminar mediante el =
lavaedo simple. As{ como un edecuado control y permanencia del -
mismo,
¢).- Bvaluacién del procedimiento. Involucra los siguien—
tes pasos:
1.~ Restregarse ambas manos durante 1 min. exponiéndolas -
gl chorro de agua.
2.~ Utilice un cepillo y jabén liquido para lavarse ambas
manos., Témese L min para ceda una, Enseguida enjuague durante -
5 min. con Agua Bstéril, recolectando el enjuague en un recipien
te también estéril,
3.~ Sumerja las manos a un recipiente que contenga Agua es
téril y restréguelas durante 1 min. ein utiligar jabén.
4.- Repita el paso #2.
5.- Ahora nusvamente sumerja las manos en un recipiente —-
que contenga ...... {ejecute sl paso #3).
6.~ Utilice un cepillo y jabén .... (paso #2).
T.- Surerja las manos a un recipiente ... (paso #3).
8.~ Utilice un cepillo y jabén .... (paso #2).
9.~ Sumerja las manos a un recipiente {paso #3).
10,~ Cuantifique la carga microbiana depositada en cada re-—
cipiente de enjuague identificedo previamente en los pasos 2, 3,
5, 7y 9. Bsto lo consigue aplicando el Kétodo de Cuenta Total
de Microorganismos, haciendo 5 diluciones de cada muesira e ino
culendo 1, 2y 4 ml. en placas de agar,

La optimizacidn de esta técnica se hard dependiendo del e
anflisis de los resultados que precisard los cambios que me le
le deban hacer con el propésito de adecuarla a las necesidades
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especificas de¢ cada area de trabajo, reflejdndose éstos en los -
ciclos o tiempo de lavado necesarios para garantisar una asepsia

adecusda de las manos.

3.3.~ RL AMBIENTE COMO CAUSA DB CONTAMINACION,
Existen diversas cesusas o formas de distribucién de contami

nacién, De las més comunes:

- Inherentes al aire y transmisién directa de microorganis-
mos que surgen del hombre.

- Contaminacién d4e microorganismos por defectos de aisefio
del area, acsbados, construcoidén, localigacién y ovperacién.

~ Wicroorganismos inherentes al aire difundidos a través --
del aire acondicionado, difusores, etc.

= Plujos innecesarios de proceso.

El seguimiento de estas rutas de diseminacién se efectda --
por medio de Controles de Limpieza de Areas de Trabajo cays fina
lidad consiste eni

a).,- Deteccidén de microorganismoe sedimentados sobre la su-
perficie de componentes de equipo,

b).- Deteccidén de microorganismos suspendidos, los cuales -
est4n en parte en condioién libre y parte, ligsdos a particulas
de polvo sobre gotitas de sgua.

La determinacién de superficies contaminadas es andloga a -
la técnica del isopo, algodén o raspado; salvo que en este caso
las placas reciben sditivos inactivadorss contra el desinfectan-
te usado.

Ios resultados de la cuenta y determinacién del tipo de mi-
eroorganismos proveen une valiosa informacién del personal bajo
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exposiocién y la higiene del area (por ejemplo, en funcién del -
tiempo - para instalacién, servicio, equipo, personal y procedi
mientos),

Bl resultado deseado depende de la importancim del sitio -
probado, Segin Kanz, en su reporte "Aseptic in der Chirurgic”®,
Urben Und Schwarsenberg, Munich, Viena, 1971, el pisoc deberé ex
hibir no méa de 7 microorganismos por Placa Rodac (correspondieg
do a poco més o menos 25 cm.2 =4 pulg.z).

Los métodos ueados para detectar partfculas en el aire tie
ne sélido fundamento probado; estdn basados en la sedimentacidn,
filtracién y aplicacién por rodamiento o aplicacién por roeciado,
La dnica diferencias, con reépecto al conteo de particulas vivas,
es que en la cuenta de microorganismos en el aire se incluye me
dio nutritivo en el procedimiento., No hay diferencia pignifica-
tiva entre ambos procedimientos; bioldgicos y fieicos. Su elec-
01én va a depender del enfoque que presente el Monitoreo Micro-
biolégico General que contempla aspectos bien especificos de ser
vicioe. Ejemplos: difusores para presurizar el drea, y/o ocaracte
risticas de clasificacién de dreas, aire laminar en sonas de llg
nado, sistemas de filtracién de equipo (horno, autoclave, méqui
nas llenadoraa, etec.), medio ambiente antes, durante y en el pro

ceso de marmufactura, eto.

Inexplicablemente cuentas altas de microorganismos en el -
aire, fuera de limites de alerta previamente establecidos (ests
di{sticamente de acuerdo el 4rea en que se detecte) requieren --
.que 1la investigacién bacteriolégica sea extendida al aire acon-
dicionado de la planta, Esta situmcidn demuestra 3 fuentes de =
contaminacidn pricipalmente responsables:

a).- Posible orecimiento microbiano duraente el enfriamien-

to del aire en la sleta de condensacién.
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b).- Alta cuenta de microorganismos patégenos como Pseudo-
mona seruginosa y Klebsiellae en los tanques bhumidificadores —-

de) sistema especial de recirculacidn.

¢),~ la Beccién del ducto entre el ¥ltimo filtro (filtro -
principal) y la salida del eire.

Se ha encontrado que los microorgenismos se multiplican ré
pidamente en forma particular en los humidificedores tipo rocia
dores (spray) de la recirculacién después de la renovacién uni-
forme del agusa,

3,4.~ 1OS IRGREDIENTES ACTIVOS, EXCIPIENTES Y MATERIALES COMC -
CAUSAS DE CONTAMINACION.

Una fuente potencial de peligro son indiscutiblemente los

ingredientes activos y excipientes. Estudios reportan que predo
minantemente los productos naturales (20) (como por ejemplo: sug
tancias de plentss, animales, microbioldégicas o de origen mine-
ral y tintes, éstos ¥ltimos en virtud de su particular afinidad
por las células bacterianss) son portadores de contaminantes en

un alto grado,

Sin embargo, elegir tal o cual clasificecién serim riesgo-
80 y poco ilustrativo al excluir la ¥Materis Prima Universal en
todo proceso de manufactura de un inyectable. Tal es el caso ——
del AGUA como "el{xir" de la vide para muy diferentes microorga
nismos. Diverros anélisis del comportemiento de bacteries en —-
Agua Desmineralizada, presencis de hongos, levaduras y bacterias
(por separedo) en Agua Bidestilmds, reflejarén su importancia y
contribucién a la calidad pirogénica del producto finalmente ma
mifacturado.

Asf encontramos que los microorganismos Gramenegativo del

Agus agrupados en la eBpecle Acromebacter tienen una concentra_
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4 ¥ 105 microorganismos por mi

cidn limite de pirdgenos entre 10
1ilitre de acuerdo a aexverimentos controlados con la Prueba de

Limulus., En presencis de ellos, una muestra de Agua contaminada
inicialmente con 102 microorgenismos/ml, nos eleva la pirogeni-
cidad después de uno o més dims almacensda a temneratura ambien
te. Bato puede revresentar uns pauta e seguir en la correlacién
contra el Plan de la F.D,A., para parenterales que reguiere, que
ol agua usaeda para manufactura debe ser substituida despuds de

24 Hrs. de colectada y mantenida en condiciones adecusdas de &)

macenamiento, 8i no as posidble a 80%c.

Esto nos hace pensar en la implantacién de un Control Bio-
1égico regulador, vaelidado y monitoreado en forma rutinaria, pa
ra conocer el riesgo en proceso de Agua, por microorgenismos vi

voe y sus productos de descomposicidn,

Por ejemplo, para "Agua Inyectable®™ los Controles en 6l ~-
Praceso 8¢ extienden as Cuenta de Nicroorganismoas, Idsntifica--
cién de Contaminantes y, la Pruebe de Limulus. Puesto que son -
precisamente tfpicos los microorganismos en aguas pirogénicas,
éatos son fundementalmente abarcados por la Prueba de Limulus,
La Prueba Farmacopeica de la U.S.P. (21) vuede estar substancial
mente fuera de consideracién para los Controles en Proceso. La
P.D.A. sugiere emplear métodos alternos a la Prueba del Conejo
para ssta finalidad, simplements comprobando y estimulando que
son métodos precisos y sensiblea. As{ podremos decir, segin in-
formes bibliogrédficos, que la sensibilidad comparativa es: Prug
ba de Conejo = De 1 a 10 picogramos de endotoxina, mientras que
la Prueba de Limulus reporta de 0.05 a 0.1 picogramos de endoto
xina.

El Rsténdar de {mrlidad para las diferentee clasificaciones
del Agua estd determinado por el uso destinado. Razén por la ==
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que en el caso de Agua Purificada, la Cuenta e Identificacién -
de Microorganismos se utilizan como criterio. As{ la P.D,A, pu-
blica nrovosicionea en sus reglamentos que contemplan los limi-
tes para productos inyectables de gran volumen en el Control de
Calidad microbiolégico (22).

Bn el siguiente eeguema se encuentra el Estdndar de Calidad
propuesto por la P.D.A. para "Agua de Infusién":

Limite de calidad
Uso destinado: microbiolégico
propuesto vor 100 ml.

Lavado y enjuagado inicial Menor o igual a 50 miero
de contenedores de producto, organismos en 3 muestras
contenedores primarios, ~- consecutivas de 250 ml.
equipo, etc.
Para manufactura o enjuague ¥enor o igual a 10 micrg
final, organismos en 3 muestras
consecutivas de 250 ml,
Para enfriar el producto —- Kenor o igual a 1 micro-
después de esterilizar. organismo en 3 muestras

consecutivas de 1,000 ml.
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3.5.~ TRATAMIENTGS PARA PURIPICAR EI AGUA,
Si el reactivo L.A.L. es méAs senaidble gue el conejo, &8 po

sible valorar soluciones que contengan concentraciones de endo~
toxinas inferiores al nivel pirogénico, con 41 se detecta la -~
presencia de endotoxinas y posteriormente se eliminan, antes de
que slcancen altes niveles pirogénicos gue van desde mfs de -~
1,000 nanogremos/mililitro (10,000 Unidades ds Endotoxina/mili-
litro) = menos de 1 nanogramo, (10 U,B.). En la préctica se ha
encontrado en depSsitos de abastecimiento de agua (cisternas),
més sin embargo y aunque en forma temporal el mds bdajo y menos
variado nivel se ha detectsdo en sistemas abastecidos por pozos
o manantiales, Esto indica que el Agua Potable requiers de un -~
tratamiento pravio, llamedo CLORINACION, pars remover pequeflas
cantidades de endotoxinas que permanecen en los siatemas de agus,
despuds de que las bacterias que las producen han sido muertes
(23).

Otro pretratamiento més frecuentemente usado en los siste-
mag de purificacidn de agua congiste en SUAVIZACION, las aguas
suavizaedas son bajas en cargea bacteriana y por consiguiente de
endotoxina. A causa del suavizamiento no se remueve cloro del -
agua de alimentacidn; y el crecimiento bacteriano se mantiens -
en observacién, La alta concentracién de sales inhibe el desa~
rollo bacteriano y mata en formam extensiva (lisie osmética) bac
terias que pusden entrar al sistema. Bl inconvenients de este -
procedimiento estriba en que algunas vecesg caugf eapuma en 8l -
destilador permitiendo que se cuelen en ella endotoxinas, como
medio de trausporte,

PILTROS DE CARBON.~ Utiles para remover clorc del Agua de
alimentacién.

SISTEMAS DE INTERCAMBIO IONICO. O comunmente llamados deig
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nizadores, eliminan ssles inorgfinicas por efecto electrostético.
(28)
Batos dos Wltimos recursos pueden convertirse en "Pactores

virogénicos” y causar carga bacteriana tan severs que lss endo-
toxinas son transportedas hata el Ague como producto final., Pa-
ra remover estas substancies del agua, disminuirlas o ellminar-
las, como tales o como parte integral de los sistemes para sur-
tir agua con un grado de pureza de conformidad a especificacio-

nes farmacopeicas, existen métodos como:

DESTILACIOR,.- Un condensador recibe exclusivamente vapor -
sobrecalentado de agua., Impide que grandes gotas de agua acarren
substancias pirogendticas.

0OSMOSIS INVERSA.~- En este caso, la endotoxina es excluida
a causa de su tamafio., Generalmente son sgregados con peso mole-
cular de 1,000, Aungue también se pueden encontrar sin agregar
en forma de discretas unidades asctivas de lipopolisacéridos con
peso molecular aproximado a 10,000. En este sistema facilmente
se remusven estas moléculas relativamente grandes, etc.
3,6.~ PROCEDINIFNTO PROPUESTO DE_VALIDACION PARA UN PROCESO DE
ABASTECIMIENTO DE AGUA GRADO INYECTABLE.

Su finalidad, en escencim, coneiste ent Asegurar que lss -

endotoxinas estdn en verdad musentes del Agum, Un método de va-
lidacién contempla aspectos omy importantes como: determinacién
total de microorganismos viables, particulas no viables de mate
riales y substancias oxidables,.

Es muy posible que la presencia de endotoxinas se correla~
cione con la existencia de estas substancias pueato que, como =
se ha estipulado .anteriormente, lms fuentes contaminantes pro-
vienen de bacterias viables Gram-negativo y la naturaleza de -
las endotoxinas ocurrentes naturalmente son ambas particules y
orgénicos,
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Una secuencie ti{pice, a seguir, para validar el contenido ~

de endotoxinas serfie la siguientes

l.- El Sistema es instalado y posteriormente se completan
chequeos funcionales y mecédnicos.

2.- Se selecciona s identifics la localizacién de los mues-
treos por medio de un diegrama suxiliar. Incluye locelizaciones
de los desaglies fijos, los contenedores de almacenajs, desaglies--
de uso, y puntos & lo largo de la lfnea de distribucién los cue-
les presumiblemente puedan convertiree en fuentes de contamina--
c¢ién (por ejemplo desglles para drenar, vuntos bajos con llaves -
de acceso y puntos muertos).

3.~ Bl muestreo se efectia de acuerdo a un itinerario fijo
y debs conducirse por un perfodo de tismpo que el Sistema deter-
mine después de haber pasado a través de algunos ciclos acordes
al uso tipico.

4.~ Hacer el muestreo de tal forma gque se prevenge la conta
minacién externa de la muestra., Es recomendable despirogenizer -
los desagiies & base de calentamiento con sopletes manuales de ——
gas, 51 esto no es posible por ubicacién de la toma o0 por situs-
ciones de plante, enténces limpiaremos la superficie con un agen
te desinfectante teniendo cuidado de enjuagar cuidadosamente con
agua destilada libre de pirédgenos, Con ello no solo removeremos
pirégenos sino de paso también aquellos residuos superficiales -
de substencias que puedan afectar la Prueba L.A.I. (25)

5.~ Posteriormente enjuagar la toma con la misma agua antes

del muestreo, utilizando pequefias cantidades.

6.~ Es importante ademds recolectar muestra en forma simi--
lar pero sin enjuagar, para tener una ideal del grado de endoto-

xina estructural que amenaza perturbar otros puntos del eistema,
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7.~ Los colectores de muestras vueden ser de vidrio o pldg
tico., Si se usan de vidrio, deben ser de boca ancha y estar cu-
biertos con papel aluminio al despirogenizarlos a 180 grados C.
por lo menos 3 Hrs,, 6 250°C. por un minimo de 60 min. por ca-—
lor seco y enfriados antes de su uso. Elija material de vidrio
de primera calidad para evitar que las paredes absorvan endoto-
xinas, complete un minimo de 3 ciclos lavado~-desvirogenizado an

tes de usarlo.

8.- Prueba cada muestra por duplicado, Para la validacién
es usualmente suficiente tener unos Limites de Ensayo, pero si
es importante considerar que éstos sean un poco inferiores a los
establecidos para el producto final. Esto es, 8i el nroducto fi
nal debe ser Agua Estéril para Inyeccién con un Limite de 0.1 -
Unidades de Bndotoxine/mililitro, enténces el limite para la va
lidacién debe establecerse a 0.05 U.B./ml. Otra forma de esta~
blecer los li{mites de trabajo consiste en primero evaluar la ca
lidad del sistema por el procedimiento de gel-no gel como uwna -
forma semicuantitativa o bien elegir otra metodologia L.A.L, ra

ra luego fijer sus condiciones.

Este desglose de précticas o procedimientos para una Vali-
dacién, quizas corto para las condiciones de algunos Laborato—-
rios Parmacéuticos o demasiado severos para otros, al fin vroto
tipo, demuestra abase de registros y endlisis estadisticos de -
los fendémenoe observados, si el Sistema estd validado., Condicidn
que serd cumplida si no se encuentran endotoxinzs detactables,

o si la endotoxina encontrada es inferior al Limite establecido
para el producto final de tal manera que proveea un margen de =
seguridad adecuado,
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3,7.~ 10S PROCESOS DE MANUPACTURA COMC CAUSAS DE CONTAMINACION.

Los controles en proceso, de la msmmfactura, sirven en par
te para determinar en forma directa fuentes potenciales de con-
taminacién. Bjemplos de posibles fuentes son: geses suministra-
dos (tales como aire comprimido, nitrogeno, etc,) & tanques de
filtracién y llenado, equipo liofilizaedor, miquinas llenadoras,

accesorios, etc,

Generalizando, la overacién de filtracién se apoya en el =
uso de Nitrégeno y/o gas inerte como elemento de presurizacién
¥ es monitoreado microbioldgicamente muy de cerca ya que detec-
ciones revetitivas de microorganismos as{ lo indican y demues--
tran que normelmente se han encontredo bastoncillos gram-positi
vos con formacién de esporas resistentes a 80°C. por 10 min, y

requiriendo de 12 a 14 dfas a 37°C. para crecer,

Esto nos hace pensar en preparar un programa de muestrec —
rutinario de loa Sistemas de Filtracidén con metodologfa adecua-
da, que contemple la utilizacién de un liquido contaminado lige
ramente y una subsecuente Prueba de Esterilidad para medio fil-
trado y membrana utilizada, Por aefiadidura se recomienda la Pruge
ba de Burbuja para verificar la integridad de la membrana, al -
principio y al final del proceso (27).

La literatura recomienda Pseudomona dimimitas o Serratia —-
marcenses, ésta Yltima para filtros de 0.45 micras, como Control
Microbiolégico de microorganismoe para probar el poder de reten
cién de loe filtros (26). Por razones de seguridad algunes prue
bas son preparadas fuera del Area de Produccién.

Una parte substancial de los Controles en Proceso consiste
en el chequeo funcional de las técnicas para reducir la carga =

microbiana en produccidén, contenedores, etc,
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Estas pruebas funcionales pueden clasificarse como sigue:

CONTROLANDO TECNICAS FISICAS.

§
] = &5
> 9 Lo/ FS
N S/ &
(3 §’ & & & &y
g/ 505
& A~
PARAMETRD é‘:“r'é’ ,5‘:*;5}-3"
>
& 3§/ & & &
&5
TIENPO X X X
TEMPERATURA X X X
PRESTON 3 - X
AIRE RESIDUAL - x
CONCENTRACION DE GAS - - X
HUMEDAD - - X
CONTROLANDO TECNICAS BIOLOGICAS
PROCEDIMIENTO MICROORGANISMD INDICADOR
VAPOR BACILLUS STEAROTHERMOPHILUS
(ATCC 7953)
CALOR SECO BACILLUS SUBTILIS VAR. NIGER (GLOBIGII)
(aTCC 9372)
RADIACION DE 0ZONO BACILLUS PUMILUS
(ATCC 27142)




(13

CONTROLANDO TECNICAS QUIMICAS

M ET O0DO

FUNDAMENTO

PUNTO DE FUSION

TERMOMETRO DE MAXIMA

COLORES DE MEDICION DE TEMPERATURA

PUNTO DE FUSION RETARDADO

AMARILLENTADO DE PAPEL Y CELULOSA

REACCIONES QUIMICAS

CAMBI10S DE COLOR ANTE LA ACCION DE

LA HUMEDAD Y EL CALOR

CAMB1OS DE COLOR ANTE LA ACCION -
DEL GAS

HUMEDAD

0XIDO
DE
ETILENO

LAS SUBSTANCIAS FUNDEN DENTRO
DE UN RANGO DE TEMPERATURA DE
ESTERILIZACION.

IRREVERSIBLES CAMBIOS DE COLOR
POR DESCOMPOSICION O CONVER--
SION DE SUBSTANCIAS

TUBOS PARA PUNTO DE FUSION DE
DOBLE CHAQUETA

HIDROLISIS DE SOLUCIONES ACUQ
SAS DE ESTERES QUE INDICAN --
CONTROL DE TEMPERATURA Y MEZ-
CLADO,

COMPLEJA ADICION DE AGUA AL -
CLORURO DE CROMO.

REACCION ENTRE EL OX1DO DE —-
ETILENO Y UNA SUBSTANCIA INDL
CADORA.




los resultados obtenidos modifican aumentando o disminuyen
40 los controles en proceso; nos permitirdn variar los interve~
los de asepaia 0 esterilizacién de viamles y frascos Ampula depen
diendo de los reguerimientos; reflejardn no sélo la realidad de
los pistemas de filtracién en uso, sino mds alld, condiciones -
de ropa de manufactura, operaciones de llenado incluyendo reci-
pientes y contenedores finales. Indicarédn la calided microbiold
gica del producto inmediataments antes de ser llenado, serdn un
control del llenado y proceso de sellado incluyendo material de
empaque primario, por medic de soluciones nutritivas estériles,

3,8,~ CONTROLES EN PROCESO Y TECNICAS DE EVALUACION.

Lae necesidades internas de cads 4rea de trabajo contempla
das en un proyecto de evaluacién microbioldégica o monitoreo, ha
cen que §ste sea especi{fico y unico dmdas las caracterfsticas -~
idiosincrdticas de ubicacién, clima, tipo de labores desarrollg
das en &1, ete.; por lo cual anotaremos sugerencias que descri-
ban procedimisntos de prueba y breves bosquejos que generen un
programe tipo para determinar la carga microbimna en los proce~-
sos ambientales al manufacturar un producto estéril., Eatos pro-
cedimientos me apoyan en loe siguientes Métodos, listados en or
dsn alfabético, tomando como limitee de ensayo los estipulsdos
en le Farmacopea de los Estedos Unidos,

Determinacién del Punto de Burbuja. Es una prueba no des—-
tructiva para confirmar la integridad de filtroe-membrana. El -
medio filtrante (membrana) es mojada con el l{quide vor filtrar,
la presién del gas es ligeremente incrementada hastas que apare-
ce una serie de burbujas vor el extremo final de una manguera =
unida previamente a lu parte inferior del sistema filtrante y -

sumergida en un recipiente con agua, La presién a la que apare-
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cen las primeras burbujas se registra como el Punto de Burbuja
y se relaciona con la longitud del poro de la membrana filtran-
te (27). B8 caracteristico para cada solucién y/o sistema fil—
trante.

D.0.P.- La prueba con dioftilftalato es uneada para determi
nar la eficiencia relativa de filtros HEPA. Dioftilftalato es -
una substancie quimica seca que puede ser aerosolizada para uni
formar tamafic de varticula a 0.3 micras de didmetro, Cuando es
forzada bajo presién contra la corriente del aire de ealide de
un filtro absoluto, se pueden detectar los orificlios indeseables

usando un detector fotométrico.

La Prueba de Fermentacién de Lactosa se usa para eviden——

ciar en forma presuntiva la vresencia de Escherichie coli u =
otras enterobacterias gram—negativaes en muestra de Agua. De ob-
tener resultados positivos, la prueba debe ser confirmada y com

vletada con otros ensayos determinativos,

La Prueba del Nimero M4s Probables comunmente conocida co-
mo la Prueba de Dilucién Miltiple en tubo, se usa para cuantifi
car bacterias en muestras. Se preparan series de tubos conténieg
do 9 ¢ 90 mililitroe de medio de cultivo l{guido estégyid (por —
ejemplo, medio de cultivo de caseina soya), y el primer tubo se
inocula con 1 ml., 10 ml.,, 1 g, 6 10 g, de maestra. Cada tubo de
1a serie recibe 1 ml. del tubo anterior vor medic de una pipeta
estéril., El tubo final de la serie exhibe crecimiento que enume
ra el mimero méds probable de bacterias en la muestra original,

Hétodo Directo.— Usado s84lo vara muestras de Agua donde la
cuente microbiana total es tan alta que las cuentas de colonias

oueden hacerse uegando la técnices de filtracidn por memtrana,

La técnica de Vaciado en Placa 4, Cuenta Total de Microor-
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ganismos Aerobios, implica diluir 10 ml. o diluir 10 g, de la -
miestra en 90 ml, de diluente estéril y pipetear une centidad -
en cajas Petri de 100 x 20 mm. El medio de cultivo a 50°C. es -
vaciado sobre la muestra y la caja Petri se inclina y rota cui-
dadosamente para mezclar el medio de cultivo y la muestra, Se -
coloca la tapa de la caja una vez solidificado el medio y se in
cuba invirtiéndola hacia arriba vor 72 Hre. o més., Las bacterias

e cuentan auxilifdndose con una fuente de luz (Cuenta Colonias).

La Prueba Rodac se prepara con nlacas Rodac que son cajas
Petri especialmente modificadas conteniendo medio de cultivo s
1ido cuya superficie convexa se extiende arriba de las paredes
de la base del plato, La base es generalmente gravada con un ma
llage de 1 mm.2 que es visible a través del medio. La suverfi--
cie del agar ee presionada suavemente contra la superficie a --
evaluar y la tapa es recogida, Se determina el mimerc de micro-
organismos por unided de area después de ser incubada. Permiten
avaluar las operaciones de limpieza y sanitizacidén de Areas Aeép
ticas. Con ello se establece un Control Microbiolégico que indi
cas

a).- Precuencia de perfodo de limpieza y sanitizacién.

b).- Registro de los resultados obtenidos al aplicar el re
curso de reevaluacién de Areaes, Necesario cuando se sospecha —-—
que éste no reune las condiciones de trabdajo por modificaciones
imprevistas, inyeccién de aire interrumvido, fallas en la ener-
gfa eléctrica, etc. Este recurso es ¥til para, edemds, recono--
cer el grado de limvieza que guardaba cierta area de trabajo an

tes de eer sanitizada,

Se deben exponer un mimero deteruinado de placas dependien

do del tamafio del cuarto, equipo, muebles y mimero de personas
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involucradas en las overaciones de rutina,

Los limites de alerta se establecen después de 6 evaluacip
nes, Si algin resultado sobrepasa el 1imite de alerta estableci

do se deberd tomar la accién correctiva necesaria,

La Prueba de Exposicién de Placas se prepara con cajas Pe-

tri de 100 x 20 mm. que contienen agar digerido de caseina-soya
U otro medio adecuado, Se establece la localizacién de los pun=-
tos de muestreo por medio de un diagrama, asf como la frecuen--
cia con que ge van a exponer, Les placas deben limviarse en su
superficie externa con una solucidn desinfectante (por ejemplo
Isopropanal al 70%) y son colocadas con la tapa removida, en el
lugar indicado. Los microorganismos aerobics son recolectados -
al azer sobre la sunerficie del agar durante un verfodo de tiem
po disoreto procurando hacer el muestreo cuando se observe mB--
yor actividad dentro del area. Los contaminantes se cuantifican
después de la incubacidn (28).

Como resultsdo de esta operacién, estaremos controlando le
calidad del aire inyectado y por consecuencia, la integridad de
los filtros HEPA y la eficiencia del sistema.

La Recoleccién de Particulas Viables en muestreos de eaire

comprimido o muestreos sobre agar se realiza en placas de vidrio

de 150 mm. de difdmetro por 25 mm. de altura conteniendo agar --
TGE (Bxtracto de glucosa y tripticaseina) bajo rotacién circular,
en lasque incide une rendija que drena aire a una velocidad va-
riable mayor de 28 Lts,./min., Ajustando la velocidad de rotacién
del plato y el volumen de aire muestreedo, de acuerdo a las con
diciones ambientales esperadas, se establece la relacién conta-
minacién/tiempo. Los limites de alerta, en este caso, son de ==

0.1 microorganismos vor pie cdibico de aire. As{ para 30 min., =~
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corresponderfa 3 microorganismos por cada 30 pies cdbidos de --
aire.

Bl muestreador de aire comprimido no sme pusde esteriligar;
B6lo se sanitiga con alcohol isopropflico filtrado u otro agen-

te desinfectante no corrosivo.

La Prueba de Esterilidad se usa para determinar contamina-

ciones con microorganismos en productos que pretender ser esté-
riles., Se disponen de 2 métodos. En el Método Directo el medio

de cultivo estéril recibe la muestra indculo directamente., Bl -
Método vor Piltracién implica pasar la muestra a través de una

membrana previamente esterilizada donde se retiene el contami—
nante, Inmediatamente después, ésta es incubada en un medic nu-
tritivo adecusdo (29).

El muestrso de superficies discretas, por medic del Método
de Raspado "Swabbing", se realiza con pequefios palillos sopor-—-

tando algodén en unos de los extremos, totalmente estériles, -
Utiles en aquellas areas dificiles de alcanzar por su localiga-
cién. los cotonetes son colocados en tubos con medio de cultivo

liquido u otro; finalmente se hace una determinacién microbiana.

La Prueba del Llenedo de Viales o Llenado con medio (30) -
g6 usa para retar y validar la efectividud de loe procedimien—

tos de esterilizacidn, equipo de llenado y sistemas de produc.-
cién en general. Se paea medio de cultivo liquide estéril a tra
vés del equipo que se usa en el envasado de graneles (productos)
estériles, y se dosifican los viales, previamente tratados bajo
condiciones y volumen que estipuls el proceso de manufactura. -
Los viales llenos y asépticamente sellados son incubados a tem-
peratura, e insveccionados para detectar crecimisnto microbiano.
En la Tabla siguiente se sugiere un Programa para Monltorear la

Calidad Microbioldgica de Productos Betériles.
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Pareden y pisost

Area de Pruebar de Esterilidad
Areas Controladas
Aress Uriticas

Aire Tiltrudo {HEPa):

4areas Controlpdas
Arens Critices
Ares de Pruebas de Esterzl:dsd

Wateriaa Prizas
Graneles

Zgu:so de Produecidn:
Tanques

¥angueras

Equipo de llenudo
Aire comprimido

Ague potable -

Agua delonmizada

Agup deatilada
Piltras Absclutos (HEPA)
Producto Terminsdo

.

Tabla # .~ Esbozo de un Prograra parz Monitorear la Cali-
dad Wicrobioldgica de Productos Estériles., La factibilidad
de su aplicacién devenderé de las condiciones que prevaleg

can en particular.
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4,1.- PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS
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4.,1.~ DLIRTT WAPEAT LITAL °

4,1,1,- ESTABLECIMIZITO DE LA PRUEBA DE PIROGEZNCS IN-VITRO
L.A.L., TN PROCESO Y SERVICIOS AUXILIARES.

INFORMACION TECNICA

BIO-ENSAYO Y
PARALELISHO

¥ETODOIOGIA:

APLICACION DE
PROCEDIMIENTOS

ESPECIFICOS PA

RA LA PRUEBA -
L,A.L. DURANTE
LA CUANTIFICA-

CION DE ENDOTO

XINAS EN:

+

+

+

+

CARACTERIZACION DE UNA EWDOTOXINA ESTANDAR.

DOSIS PIROGENICA PROMEDIO (APDSO)

SENSIBILIDAD DEL REACTIVO SELECCIONADC.
CERTIFICACION PRECISICN TECNICO ANALISTA

AGUA MUNICIPAL,
ENTRADA GARBON ACTIVADO
SALIDA CARBON ACTIVADO

EN P
PRUEBAS EN PROCESO | g.7rng p3cho MIXTO

RED DE AGUA

SALIDA TANQUE DISTRIBUCION

SALIDA WAQUINA LAVADORA
SALIDA DESTILADOR
TOMA ARBA ESTERIL

+ ENSAYO SOBRE MATERIA PRIMA

ENSAYO SOBRE !ATERIA PRIMA EN SOLUCION
ENSAYO SOBRE CONTENEDORES PRIMARIOS.

HORNOS
ENSAYO SOBRE SERVI VAPOR
CIOS

ATRE COMPRIMIDO
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Este capitulo describe una Metodologia particular de la Téc
nica de Limulus orientada a la deteccidn de fuentes pirogénicas.

Si bien la realizecién de estz Técnica es sencilla y no re-
quiere vprofundos conocimientos sobre la materia, es deseable que
la persona responsable de su ejecucidén tenga bases cient{ficas -
que le permitan formarse un Jjuicio de las experiencias diariaes y
capitalice las enseflanzas integrando una metodologfs fundamenta-
da en los siguientes puntos:

A.~ Comprender la Técnica a seguir que se detalla en pAgi-—
nas subgecuentes.

B.~ Conocer procedimientos de despirogenizacidn de material
de vidrio, artfculos de laboratorio, y soluciones,

C.~ Conocer el uso sdecuado de um horno, befio de agus, ha-—
lanza snalftica, balanza granataria para el pesado de animales -
de laboratorio, potencidmetro, autoclave, etc.

D.~ Conocer el Sistema Métrico Decimal.

E,~ Entender el concepto de molaridad,

P.~ Saber cémo preparar diluciones.

G.~ Conocer la preparacién y almacensje Sptimo del reactivo
de Amebocitos de Limulus y endotoxina de trabajo.

H,~ Entender cémo y cuéndo se preparan Controles Positivos
¥ Negativos.

1).~ Conocer técnicas asépticas aplicables al uso de mate--—
riel de vidrio, artfculos de laboratorio, pipetas, jeringes, pe-
sado de muestras, preparacidn de muestras, determinacién de pH, etc.

Jdo~ Conocer los criterios de acentacién o rechazc de una -~
prueba en un evento determinado.

K,~ Saber cémo cuantificar los niveles de endotoxina de una
muestra.
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Antes de entrar en materie, es importante resaltar que se
trata de una prueba muy sensible que requiere de cuidados y ob
servaciones iniciales que faciliten su comprensién y adecuzda
interpretacién.

La preparacién del materiel de vidrio requirié de una es-
tufa que proporcionare temperaturas mayores de 25000. Por ello
es recomendable certificar que se alcsnzan altas temperaturas
calibrando el anarato mediente curvas de calentamiento periddi
cas que, aparte de garantizar la despirogenizacién del material,
nos indiquen el tiempo de exvosiciédn necesario o requerido pa-
ra cada estufa en varticular, ya sea semi-vacia o totalmente -
llena, (Pigs. 1 y 2).

Por otra varte, la necesidad de contar con Agua Bidéstila
da de alte calidad biolégica y fisico-quimica vara reconstitu-
cién del reactivo {liofilizedo) nos hizo pensar en un procedi-
miento que ha sido probado dando buenos resultados y pueden ha
cerse las modificaciones necesarias vpara obtener Agua apirogé-
nica utilizable, ademés, como medio de dilucién de muestras:

a).~ Acumular agua recién destilada, b).- Bidestilar, - -
¢).~ Adicionar carbén amctivado en un 2% v/v, d).~ Esterilizar
15 min. a 121°C. 15 lbs. de presién, e).— Filtrar a través de
membrana de 0,22 micras, f).- Ajuster el pH entre 6 y 7.5, -~
g).- Envasar en frascos de 30 ml., despirogenizados y esterili
zados (tavén) previamente, h).- Esterilizar nuevamente 15 min.
a 121°C., i).~ Refrigerar vor no mis de 30 dfas.

Otro reguerimiento a cubrir vara lograr una Metodologfa -
que vueda ser utilizada en forma rutinaria fue determinar jus-
tamente cémo comnararla con la actusl Prueba U,S.P. de pirége-
nos, y nos referimos a una Substancia Patrén de Referencia exa

minada por ambos métodos,
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4,1,2.- ENDOTOXINA ESCHERICHIA CCLI.
Fue necesaris para determinar gue el mismo tipo de molécu-

la que generaba fiebre en los conejoe, producia una reaccién po
sitiva en la prueba de Limulus.

Esta substancis vnatrén de referencia se obtuvo finalmente
de un cultivo de E, coli, despuéds que la calidad de los patrones
de referencia que le antecedieron cumplieron su cometido y fue-
ron descontinuados (5 cambios en 7 afios para obtener la referen
cia B.C.SZ. Su objetivo vrimordial fue el de establecer un pun-
to comin donde coincidiesen los criterios de Calidad entre los
vroductores del Lisado de Amebocitos de Limulus y la Oficina de
Biolégicos de 1m Administracién Federal de Drogas (FDA). Fo obs
tante, las dificultades inherentes & la preparacién de estdnda-
res de endotoxines (tmlee como: poder de dispersabilidad:y ade-
porcidn en el vidrio, forme de envasado, estabilidad y reprodu-
cibilided de los ensayos in-vivo/in-vitro, caracteristicas de-—
pendientes de su formulacién) influyeron pera que ambas partes
enfocaren sus investigaciones y esfuerzos para controlar la senp
aibilided del liofiligado en cuestién (remctivo L.A.L.). As{ en
1982, la Parmacopea de los Estados Unidos de Norteemérica reco-
noce una Endotoxina Patrén de Referenciu (RSE) que contiene -——
10,000 Unidades de Endotoxina P/frasco vial de una endotoxina -
derivada de B, coli (especificamente la E'C’S' mmeracién dada
segin la evolucién del desarrollo de la misma)., Ademds estable-
ce que cada proveedor debe referir su Endotoxina Patrén de Con-
trol (Control Standar Endotoxin) & aquella y en Unidades de En-
dotoxina, eliminando le unidad de nanogremos que ya habia queda
do obsoleta,

Por otra parte, la Industria de Medicamentoe conocedora de

la magnificencia de la Prueba L.A,L, comenzé a desarrollar su -
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propia metodologf{a y cooverar en los avences significatives —-
existentes a la fecha. Tel es el caso de algunos Laboratorios

Parmacéuticos que imnlementaron tecnologia propia para sus me-
dicamentos y/o aparatos médicos, estableciendo limites de endg
toxina permisibles, tamafio de muestra y pruebas de inhibicién,

hasta incluso, fabriecsr su propio reactivo.

4,1,3,- SELECCION DEL RRACTIVO DE AWEBOCITOS DE LIMUIUS.

El elegir determinada marca comercisl distribuidore del -
reactivo de entre 6 revortadas (Microbiologicel Associastes, —
Difco, ¥allinckrodt, Sigma Chem, Copr., Woods Hole, Worthington
Biochemical Co,) requirié considerar factores como: especifici-
dad, sensibilidad, estabilidad, coato, dependencia del provee-
dor, etc,

Especificidad.~ Cada marce comercial prepara el lisado en
forma diferente, modificendo el procedimiento original de Levin
Y Bang alteran las propiedades del resctivo: facilidad de mane
Jo, reproducibilidad y estabilidad.

Sensibilidad.- La mayor diferencie entre marces de lisados
estd en el area de sensibilidad, o en la mfnima cantidad de en
dotoxina que puede detectar. Algunes marces de lisado forman -
un gel firme en vresencia de unicemente 0.04 ng. de Endotoxina
por mililitro, pero otras marcas necesitan de por Lo menos 0.4

(25).
Finalmente la calidad del gel formedo (31), la estabili--

dad del reactivo después de reconstituido y le Metodologia & -
seguir (gel-no gel, turbidimétrico, espvectrofotométrico, etc.)
influyeron en la eleccidn.
4,1.4,~ GUIA PRACTICA DE PROCEDIMIENTO.

Este procedimiento lo hemos titulados Manejo y Conservacién
del Reactivo de Amebocitos de Limulus para Pruebas de Pirége—-
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nos In-Vitro. Tiene como objetivo describir los vasos a seguir -

para fortificar, dosificar, evaluar sensibilidmd y, conservacién

del remctivo, Como informacidén general anotersmos: a).- Cumplir
estrictamente con las Buenas Prdcticas de Laboratorio, b).- Apli

car criterio al hacer cambios equivalentes para que no afecten -

fundaementalmente lo sugerido.

Deearrollo.

a).~ Obtencién de Agus Bidestiladm, con 4ptimo gredo apiro-

génico.
(Ser4 utilizada para fortificar el reactivo).

1)e=

ii) .~

i41),-

iv),-
).~

vi).-
vii).-

viii),-
ix).-

Engsamblar un aparato de destilacién de vidrio (oa
pacidad aprox. 2 Lts.) previamente lavado y despi
rogenigado, (MOTA: El lavado ¥y la despirogeniga—-—
cién se pueden oliminaer cuando no haya sido utili
zado con otros fines).

En un matraz Erlenmeyer apirogénico acumular agua
recién destilads en cantidad sufioiente,
Bidestilar, oliminando'cabeu y cola del destila-
do, Adicionar carbén activado 2% v/v.

Esteriligar por 30 min,, 121%. y 15 1bs,

Piltrar por membrana de 0.45 y 0.22 micras, (Bqui
po Millipore esteril y, matraz kitasato despirog.)
Ajustar el pH en un rango de 6 & 7.5.

Envasar en frascoes de 30 ml, apirogénicos con ta~
pén de neopreno esteril.

Bsterilisar las pietas con retapa,

Conservar en refrigeracién. Cada frasco puede -
usarse, lo més, 4 veces. Deséchese el agua sobran
te después de 30 Afas.
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b)e- Portificacidn del Reactivo liofilizado.

i).~ Reconstituir el frasco vial del liofilizado con -
el volumen de Agus Destilada libre de virégenocs -
recomendada por el fabricantes
frasco vial para 10 pruebas adicione 1 ml.
frasco vial para 50 pruebas adicione $ ml.
Agitar suavemente evitando la formacién de espuma.
Colocar el vial a temperatura de 200. a 800. has-
ta necesitarlo.
ii) .- Dosificar, con exactitud, 0.1 ml. en c/u de los =
tubos de prueba. Al final de las labores, congelar
el reactivo sobrante. (Hielo seco, nitrégeno 1{--

quido, etc.).

c)e- Verificar la Sensibilidad del Reactivo.

Debe checarse lote a lote antes de su uso.

i).~ Preparar una serie de diluciones de endotoxina —-
usando Agua Destilada apirogénica como diluenta,
a tal concentracién que aseguremos sobrepasar la
Sensibilidad tedrica o de marbete del reactivo en
turno.
Para el trabajo experimental que aqui reportamos
la Sensibilidad eetipulada en marbete fue - - ==
0.12 U.B./ml., la confirmamos usando el @squema -
que a continuacién mostramos:

Serie de Endotoxina (U.E./ml.)

'l

+ -

++ ++
+ 4+ + 4+
+ 4+ +
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C4lculos:

Sensibilidad = (::2+ 0.10

ii)e-

iii) .-

iv)e=

+ 0,10 + 0.08
2 )

Sensibilidad experimental = 0,10 U.B,/ml.

A temperatura ambiente las diluciones de endoto-

xina pierden actividad en un lapso de 4 Hrs,
Control Negativo.

Del diluente que usa como medio para fortificar
el reactivo, tomar una alfcuota de 0,1 ml. y do-
sificarla en un tubo de prueba.

Desarrollo de la Prueba.

Homogeneizar las "muestras™ por agitacién de = -
30 segundos.

Prepare 2 tubos de prueba para cada c;ncentracidn
de la Curva Bsténdar (endotoxina), Control Nega-
tivo y Muestra a ser evaluada, afiadiendo 0,1 ml.
de cada solucién por tubo de prueba. Agite suave
mente y coléquelos sn bafio de agua a 37°C.t100.
por 60 min.% 1 min. comenzando por una Serie de
la Curva Esténdar (endotoxina), un Control Nega—~
tivo, Muestras por duplicado y finalmente cierran
el orden otro Control Negativo y la otra Serie de
Curva Estédndar (endotoxina). Registre la hora en
que inicia la incubacién, BEvite movimientos del
agua pues interrumpen la reaccién de gelificacién
en forma irreversible pudiendo reflejar resulta-
dos falsos negativos.

Trenscurridos 60 mimutos, tome uno a uno los tu-
bos de pruebe e inviértalos 180 grados con sumo
cuidado: aquellos que muestren un gel firmemente

aedherido a las paredes se consideran como resul-
52



V).

Réplica #1
Réplica #2

tados "positivos™, los que no gelifican (permang

ce la fase l{quida) 0 se desprende el gel al mo-

wento de lz inversién, se registran como "negati

vos™.,

Criterios de intervretacidn de la Prueba.

1.-

3o

4=

Los tubos que correspondan a la Curve Estén-
dar (serie de endotoxina) al menos de concen
traciones m4s altas probadas, deberdn ser po
gitivog, Si todos los tubos son negetivos, -
la pruebs deberd repetirse, lo miemo si todos
los tubos son positivos.

El tubo de Control Negativo deberd ser nega-
tivo. Si muestra algin gel, la prueba deberd
repetirse.

Bl tubo conieniendo el Control Positivo dedbg
r4 ser positivo. Si el resultado es negativo
indica la presencia de alguna substancis que
interfiere la reaccidn y la preparacién de -
la muestra debe ser evaluada.

La sensibilidad del reactivo se determina —
con la Curva Esténdar (serie de endotoxina)
¥y no debe ser mayor al valor estipulado en -
el marbete. Se calcula promedimndo la concen
tracién de endotoxina més baja que resulté -
pogitiva en el ensayo,

Ejemplo #1:

Serie de Fndotoxina (U.E./ml.)

+ + + + -
+ + + + -

0,08 + 0,08
2

Sensibilidad =

= 0.08 U,E./ml,
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Ejemplo #2:
Serie de Endotoxina (U.E./ml.)
0.12 0.10 0.08 0.06 0.04

Réplica #1 + + + - -
Réplica #2 + + - - -

0.08 + 0,10
2

Sensibilided = = 0,09 U,E./ml.

Nétese que existe continuidad en las lecturas:
hacia la izquierda, pruebas positivas; hacia

la derecha, pruebas negativas. Si entre ellas
Be intercala alguna prueba con resultado con-
trario (+/-) se dice que los resultados son -

discontinuos y la prueba deberd repetirse.
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4,1,5.~ Evaluando la PRECISION del analista.

Prevaramos una serie de diluciones de endotoxina (cur-
va esténdar) como se describe en el ineciso "e" y proba
mos cada concentracidn por cuadruplicado.

Estimamos el logaritmo base 10 del punto final de la -
reaccién , en cada serie, donde la concentracién més -
baja de endotoxina fue positiva.

Repetimos el ensayo completo 4 dies por separado obte-
niendo los siguiente valores de Desviacién Esténdar:

Serieg de Endotoxina (U.E./ml.)

Q.14 Q.12 0.10 0.08 0.06 Logsyg
ler, dfa + + + + - -1,0969
+ + + + - -1,0969
+ + + + - -1.03969
+ + + + - -1.0869
-4.3876
D.S,. = ©

20, dia + + - - - -0,9208
+ + + - - -1.0000
+ + - - - -0.9208
+ + - - - —0.9208

D.S. = 0.0396
3er, dfa + + - - -1,0000
+ + - - - -0,9208
> - - - - =1.0969

D.S. = 0.1047
40, dia + + + - - ~1.0000
* + - - - ~0,9208
- + + - - -1.0000
+ * - - ~1,0000
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4,1,6,~ RELACION CON LA PRUEBA FARMACOPEICA.

La validez de la Metodologfa a vrovoner devende grandemen-

te de la correlacién con la Prueba de Pirdgenos en conejos, Be-
to es, si axmbas pruebas estén midiendo 1lm miema fraccidn molecu
lar, enténces la relacibn entre la minims dosis pirogénice en -
conejo ¥ la minima concentracién detectable por L.A.L. deben ser

regularmente constante.

Esta relacidén eas cusntificable en el Método L.A,L, por me-
dio del reactivo de amebocitos de limulus; y en conejos cuando
se trata de la Prueba da Pirégenos hasta ahora Oficiel segin —-

Parmacopea,

Pars realizar la Prueba Oficial de Pirdgenos se requieren
conejos como animales de pruebas, adecuadamente alcjados en un -
esvacio territorial que comprendas Area de Cuarentena, Area de
Trabajo {cabina donde se efectuden lam pruebas), Aree de Manteni
mientoc (donde estarédn todoe los dfas), Area de lLavado, Cuarto -~
de Alimento, Cuarto de Equipo y Accesorios, preferencialmente ~
de acero inoxidable., El acabado de pisos, paredes y techos de-~
bid ser tal, (superficies lisms, curves sanitasrias, ete.), que
facilitaron y esseguraron les labores de sanitizacién, lLas condi
ciones ambilentales fuercon tambiédn importsntes: lluminacidén -
12 horas de luz por otro tanto ds obscuridad, Humedad Relmtivae
de 45 & 55%, Temperatura Optime de 20°C. a 22°C., Cembio de Ai-
re {(100% no recirculablea) de 12 a 15 cambios por hora, ruidos -
avitarlos ya que molestan a los conejos y reflejsn la snomalia
con comvortanientos desconcertantes dada 1z idiosincracia de eg
te animal {msustadizo). Se ha visto que la colonia se acostume—
bra a ser trabajads durante un cierto lapso del d{a y a recibir
alimento y agua en horas fijas. El manejo fue cuidadoso y asiste
wético por parte de Personal Tdcnico entrenado {32).
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Se comoplementé la cepa de conejos New Zelanda, ajustando -
la edad de la colonia & un promedio de 2 a 3 afios de vida con -
mueves adquisiciones: recién destetsdos, de la misma camada, —-
con un peso de 1,200 & 1,500 Ege.; estas ceracteristicas nos -~
permitieron trabajar con elles durante 50 dias en una primera -
etava llamada de Seleccién/Cuarentena, £l lleger de la granja -
abastecedora se reviséd el estado fisico (que no estén laceradas
sus orejas, gque no presenten secrecién lacrimal, regidén verianal
libre de excremento, no orotuberancias en el cuerpo, que la su-
verficie de las plantas de las pates no mueetren ulceraciones o
liagas, etc.,) y se tomé muestra vara anélisis coproparasitoscé-
pico.(33). Se continud en los subsecuentes dias con la despare-
sitacién externa e interna, nuevamente se tomé muestre para snd
lisis covroparasitoscéoico y, 8i los resultedos eran satisfacto
rios, podfasn utilizar el Area de Pruebas para ser entrenados ——
gradualmente a vermanecer en los cepoce y soportar el estimulo o
adaptacién a le sonda-termopar. A continuacién se verificé el =-
estado que guerde su sistema térmico regulador a base de adapta
cién 8l estimulo csusado por la inyeccidn de solucién salina =
igotdnica estéril y monitoreo de sue temperaturas corporales, -
aquellos que mostraban un incremento no mayor a 0.500. pod{an -
ger sensibilizedos con una solucidén de endotoxina con 50 nano—
gramos por mililitro. Si el incremento de temperatura es mayor
a o.s°c. descansan 14 df{as y se aprovecha el receso para tatuar
una oreje con el mimero progresivo que se le desee asignar, al
término de este perfodo se vuelven a someter a prueba con un —
blanco negativo; si nasan la prueba se les cortan las ufias y --
tresladan al Area de Mantenimiento para su uso en pruebas de ru
tina. Pig.#3. Su comportamiento clinico mostrado (Ver Pig, #4)
en el transcurso de los 50 d{fas de Seleccién/Cuarentena, aunado
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CONTROL PARA ROTACION DE CONEJOS.
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Pig, #3 .- Control para Rotacién de Conejos. En el margen izquierdo se ano
tan los dfas del mes, al término de la vprueba se marea con color amarillo

el nimero del conejo en forma vertical, tantas veces cuantos dias debe ver
menecer ‘en Cuarentena. Los nimeros coloreados con az¥l indican jaules va--
cfas por conejos que fueron dados de baja.



- LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD
BIOTERIO

CONEJOS EN CUARENTENA
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Pig. # 4 .- (Anverso), Registro de Comnortamiento
Clinico gque se sugiere para el Control de conejos
en etapa de Seleccidén/Cuarentena.



HISTORIA CLINICA

[ recna Paes Obseryaciones Tretamnic x

¥ig, #5 .~ (Reverso). Registro de Comporta

miento Clinico, aplicable a conejos de vrug
ba o en etana seleccién/cuarentensa, Concen

tra la informacién mfnima necesaria pars -

su seguimiento por el Servicio Médico.
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a los reportes médicos, integran el historisl clinico de cada -
conejo (Fig. #5) que apoyard la decisidén al darlos de baja, to-
mando en cuenta tambidn los resultados de una inspeccidn fisics

rigurosa antes de decidir si contimia o es retirado.

4,1,7.- ANALISIS IR-VIVO/IN-VITRO DE UNA ENDOTOXINA DE CONTROL,
Preparada la colonia de conejos que corroborarian las ob--

servaciones del Método in-vitro (L.A,L.) se requeris un factor
determinante que actuase en ambas nruebas (in-vivo/in~vitro) y
noe diese una respuesta cuantificadle utilizando una Endotoxina
de Control.

La Parpacopes de los Bstados Unidos (U.S.P.) sugiere utili
gar endotoxina aprobeda y validada vor la F.D.A, 0 bien una Ene
dotoxins de Control (CSE). (34) '

En sste trabajo se usd un Esténdar de Control (CSE) a base
de B. coli 0127B:8.

La respuesta en ambos Métodos (in-vitro/in-vive)} se logré
preparando una solucién de endotoxina de concentracidn conocida.

Con lae precauciones y medidas de geguridad posiblee (ya ~
que me dssconocen los efectos de la inhalacién de la endotoxina)
se pesan 5,00 mg. de E, coli 0127Bt8 liofilizedo, en un papel -~
aluminio despirogenizado y con laz ayuda de una espdtula en las
miemas condiciones. Se dieolvieron en 500 ml., de Agua Destilada
lidre de pirégenocs, con agitacién contf{ma y, finalmente me afo
ré & 1,000 ml, vara tensr una concentracién de 5,000 ng,/ml. §
50,000 U.B./ml. segin la E.G.s Bstédndar de Endotoxina de Refo--
rencia propuesto por la P.D.A,
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Esta nrevaracién se hizo vor cuadruvlicado y se tomaron -
4 alicuotas de 250 ml, c/u vara obtener 1,000 ml. de solucién
homogénea de endotoxina de control, Se envasa en frascos via--
les numerados de 20 ml, y se valora in-vitro. Su conservacién
es en refrigeracién entre 2 y 8%,

Para verificar la concentracién y homogeneidad de la solu
cién recién prevarade hicimos un muestreo reducido VTT;T? de
frascos contenedores seleccionando 7 de ellos segin Tabla de -
Mimeros Aleatorios y determinamos su concentracién por dilucio
nes seriadas segin esquema que se muestra junto con resultados:

FPactor 4de dilucién

Muestra

s/diluir 13164 1:128 1:256 1:512 1:1024
Fcos. #10, + + + B - -
34y 9 + + + + + -

Concentracién = (PFactor dilucién)(Sensibilidad)

Conc. U.E./ml. _(256 + 512
- 2

Y =
Fcos. #10, 34 y 9 }(0.12 U.E./ml,) = 46.08

Pcos. #25, + + + * + -
33, 1y 35. + + + + - -
Conc., U.B./ml. 256 + 512 _
Peos.#25, 33, 1y 35 T 2 (012 L.E.) = 46.08
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LA SOTLUCION DE ENDOTOXINA DE CONCENTRACION COKOCIDA - -
(50,000 U,.E./¥L,) SE INYECTO AL CONEJO EN DOSIS GRADUALES Y SI-
MULTANEAMENTE SE CU:NTIFPICO IN VITRO SU CONCENTRACION, A FIN DE
MOSTRAR LA SENSIBILIDAD DE LOS KETODOS Y LA ESPECIFICIDAD DE LA
ENDOTOXINA USADa COMO PACTOR COKUN.

IN-VITRO IN-VIVO
L,A.L CONEJO
Conc. Conc. Increm.temp. Promedio Porciento
tebrica Experim. por conejo Incremr.temp. cone jos
U E./mi. U.E./ml. en grados C. en grados C., pirogénic,
0.010 0.00 0.2, 0.1, 0,2 0.2 0%
0,101 0.12 - - - - -
0,12 = - - - -
0.202 0.24 - - - - -
0.506 0.72 - - - - -
0.910 0.96 - - - - -
1.012 0.96 0.3, 0.00, 0.00 0.1 [+53
-— 0.1, 0.6, 0,2
0.2, 0.4, 0.4
0.7, 0.5 0.4 25%
1,518 0.96 - - - - -
2.020 - 0.6, 0.9, 0,2 0.6 67%
2,220 1.92 - - - - -
5,060 7.68 1.0, 1.1, 0.6 0.9 1004
_— 1.0, 0.1, 1.2 0.8 67%
i 2,88 0.6, 0.4, 0.7 0.6 614
9,100 _— Ov3, O+6, 0.7 0.5 67%
10.012 7.68 0.4, 0.9, 0.6 0.6 674
15,180 - 1.2, 1.3, 0.4 1,0 674
22.200 - 0.9, 0.8, 1.2 1.0 67%
25,000 -— 0.6, 0.7, 0.6 0.6 100%
- 0.9, 0.6, 0.9 0.8 100%
50.060 - 0.8, 1.3, 1.4 1.2 100%
15.36 1.5, 1.4, 1.6 1.5 100%
61.44 1.1, 1.2 1.1 100%
61.44 1.4, 1.6, 0.8 1.3 100%
101.200 92.16 1.3, 1.5, 1.0 1,12 lOOP
- 1.0, 1.3, 1.0 1.1 100%




4,1.8,- ESTUDIO DE LA RED DE AGUA.

En esta etava de miestro trabajo experimentsl consideramos

importante examinar de cerca un oroceso reoresentativo y los -~
servicios que en 81 intervienen vara ejemplificar la utilided -

de una Prueba de Pirégenos alterna a la Oficinal,

Tomamos en cuente elementos universales de todo vroceso cg
mo: el Ague, Calided de la Materia Prima, Contenedores Primarios,
Servicios, Producto en Granel y Producto Pinal.

E1 Agua y sus procesos alternos de purificacién y distridu
cién conformaron une tuena parte de nuestras observaciones. Bl
Agus que enire & una Plante Parmacéutica proviene de la Red Mu-
nicipal. Se almacena en cisternas donde se clorina y de allf se

bombes & un tanque elevado vara mejorar su presién de caida,

Esta sgus pasa por un Sistema de Purificacién, primero por
Carbén sctivado para quitarle los olores y Cloro residual. Pasa
8l Sietema de Intercambio catidnico/enidnico, después al Siste-
ma de Lecho Mixto; vpor este sistema de murificacién ee obtiene
el Agua Deionizada til en las Areas pare el lavedo de equipo,
material y vroductos no estériles, El sgus al salir del Sistema
de Intercambio Iénico es conducida a través de tuberia de acero
inoxidable, debe almacenarse en tanques de acero inoxidable con
atndefers de Nitrdgeno, inerte, de capacidad adecuada. El agua -
estd en contfrme recirculacién por le red y, dursnte las noches,
se calienta a 85°C. para eviter la proliferacién de microorga—
niemos, ya que el agus en estas condiciones no debe contener ——
ningin egente conservador. Se recomienda utilizer filtros de 10,
5y 2.5 micras en sitios estratégicos de la red y finalmente --
otro de 0.22 micras en la toma de uso., Todos ellos verificedos
y cambiados periédicamente, El sgua purificada sirve de bame e
ra la obtencién de Agus Destilada (Pig. #6) y vepor limpio.
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Bl estudio de la contribucién pirogénice de la Red de -=
Agua se hizo por medio de muestreos selactivos reforgados con
Pruebes Fisicas y Biolégicas de rutina que nos permitieron —-
identificar posteriormente los puntos criticos o representati
vos para su monitoreo,

Cada muestra fue dilufda en serie 11l con Agua apirogé-
nice para eatimar inicialmente la concentrscién de endotoxina
en cada vunto y fijar el factor de dilucidén donde daba positi
va la Pruebe L.A.L.- Este barrido dio los siguientes fagtores
de dilucidéni

0 2 4 8 16 32 64 128
Agus Municipal + + * + + + + +

Entrade Sistema
Carbdén Activado

Selida Sietema
Carbén activado

Salida Sistema

+ o+ o+ o+ +

Lecho Mixto

Salida Tangue de . .
Distribucidn.

Salida de Filtros +

Entreda méquina
Lavadora ampolletas

Selida Destilador -
Tomas Area Bstéril -

Las caracteristicas quimicas del resctivo que pusden re-
flejarse en resultedos falso-positivos (ya que gelifica en ~~
pressncia de substancias quimices, o bien requiesre un ajuste
ds pH previo al andlisis) redujo el esquema de muestreo & 50-
lamente “"puntos®eriticos™ de caracteristicas fisico-quimicas

compatibles con el reactive. As{ eliminamos Muestras como o
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Agua Municipal, Sistemas catiénico y aniénico cuyos resulte--
dos no serisn consistentes por interferenciz con L,A.L.

Establecidos los Puntos de Muestreo, como se puede Ob——
servar en el diagrama aijunto (Pig. #6), se llegé a la conclu
gién de hacer el monitorec 10 d{as seguidos, para ir siguien=-
do de serca el aumento o disminucién de la pirogenicidad con-
forme pasan los df{as, Para su andlisis se utilizaron frascos
viales y matraces avirogénicos, guantes, estériles, etc. y se
tomaron las dsbidas precauciones asépticas para lograr una —
muestra representativa y confiable. Las muestras se trataron
individualmente por medic del reactivoe L.A,L. ¥, 81 era nece-
serio, se hacfan diluciones seriadas estimando ls concentra--—
cién de endotoxina con la expresiéni

Conc. en U.E./ml, = (PFactor Dilucién)(Sensib.LAL)

donde la Sensibilidad del reactivo fue un valor fijo, previa-
mente calculado, igual a 0,12 U.E./ml.

Ios resultados experimentales que se obtuvieron son el
rromedio de 10 mediciones reportedas individualmente en Unida
des de Endotoxina por mililitro,

Salida Sistema

Carbén activado 0.48
Salida Sistema

Lecho Mixto 0.48
Salida Tanque 0.24
de Distribucién ¢
Salida de los

Piltros 0.12
Toma Agua Deioniz. 0.12
en Area Bstéril *
Toma de Agua Deatil. <0.12

en Area Estéril
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Pig #6.~ Esquema de uns Red de Agua en Planta Parmacéutica.

1,- Cisterna 2.~ Tanque elevado 3.- Sistema de Carbén activa
4o 4.~ Columna Intercembio Catiénico 5.- Columna Intercambio
Aniénico 6.~ Sistema Lecho Mixto 7.- Prefiltro 10 micras -
8.,- Tanque de Distribucién Ague Deionizada 9.- Prefiltro —-
5 micras 10.- Prefiltro 2.5 micrae 1ll.~ Tomas de uso Agua .22 mcaoN
Deionizeda 12 y 13.- Destiledores 14 y 15.- Tanques de Al- ¥ )
macenamiento 16,~ Piltro 0.22 micras 17.-~ Piltro 0.22 micras

18.- Tomas de uso. ¥ - 'Pfrﬁ{’-’ A //la?!c'o

/6)




Si bien los Métodoe microbioldgicos tradicionales para el -
andlisis del Ague (Piltracién por membrana, Nimero més Probable,
Cuenta Total Microorganismos aerobios, etc.) a la fecha asiguen -
mostrando su eficiencia y contribuyen significativamente en la -
calidad del agua y, por ende, en un producto farmacéutico, la —
propiedad del lisado de amebocitos de Limulus de gelificar cuan-
do estd en contacto con alguna endotoxina o agente pirogénico —-
fue evaluada analizando en paralelo 17 muestras de Agua por due
plicado, entrada y salida del Sistems de Carbén Activado como =
parte del seguimiento al Proceso de Mantenimiento dado periédicg
mente al Sistema. En cada evento la liberacién parcial o totel -
del Sistema fue hecha en base a los resultados microbiolégicos -
que se muestran en la Tabla #2, La informacién as{ concentrada -
indica una ligera relacién entre la eficiencis del mantenimiento
al Sistema de Carbén activado y 1la metodologiu L.A.L.,es posible
que velidando ésta Wltima forme parte de los Controles de un pro
ceso velidado, Esta hipétesis se fundaments en la gréfica anexa
(Pig. #7) donde representemos una parte del proceso de purifica-
cién del agua, bésicemente la transformacién de Agua Potable a -
Agua Deionirada que fue monitoreada dursnte 17 dfes en 13 mueg~-

trae tomadas una a una en base diaria.
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Tabla # 2.~ Cuadro comvarativo que indica la
posible relacidn entre la biocarge y 1la con-
centracién pirogénica
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Pig. #7.- Represeniacién gréfica de 1la calidad pi-
rogénice del Agua en la Red durante-la transforma-
cién de Agua Municipal e Ague Deionizada, ovidencian
do lag utilidad de la Prueba TAL como un Control en
Proceso que auxilie a los Programaes de Mantenimien
to (preventivos o correctivos) de la red.gensral -

de Agua.
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4.1,9,- CUANTIPICACION DE ENDOTOXINA EN sGUA DESTIIADA PARA USC

BH_PABRICACICH.

1).-

ii).-

i4i) .~

iv).-

Muestreo,

Se reciben periddicamente las muestras vor duplicade -
en matraces Erlenmeyer apirogénicos con 200 ml. c/u.
Preparacidn de un Control Positivo.

Debe hacerse en cada corrimiento de la pruebs, a par—
tir de una solucién de endotoxina de concentracién co-
nocida cuye dilucién final tenge una concentracién no
mayor al doble de la sensibilidad del reactivo L.A.L.
en uso. Bjm.t Si el reactivo reporta une sensibilidasd
de 0.12 U.E./ml. en marbete, el Control Positivo puede
prepararse a 0.20 U.B./ml.

Procedimiento de Prueba,

Cono se describe anteriormente, Pdg. 51

Criterios de Interpretacidén de la Pruebs.

Los indicados en la Pég. 53

Si el resultado de alguna muesira es negativo y el Control

Positivo vresenta gelificecién {resultsdo positivo), interpreta~

mos que la concentracién de la muestra es menor a la sensibili~-

d8d del Iote de reactivo L.A.L, usado. Si nlgunas muestra es posi

tive, se hacen diluciones seriades 11l de la muestra original y

8¢ prueban por duplicado., La concentracién de endotoxina para -

esa pruebs se caclcula multiplicando la Seneibilidad experimen—

tal del reactivo por el factor de dilucién (P) que esté represen
tado por la media aritmética del inverso de las diluciones més -

altes con

(gelificacidén) resultado positivo.

Conc, de endotoxina = (P) (Sensidilidad del reactivo)
(U.B,/ml.) en U.E,/ml.
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Se corrieron en paralelo 16 muestras de Agua Destilada va

ra uso en Pabricacién obteniéndose los siguientes resultados -

con los Criterios de Aceptacién y Rechazo que se indican para

cada Método:

IN-VITRO.~ Gel o No Gel.- Prueba positiva, presencia de -

gel, Indice de pirogenicidad.- Se rechaza,

Prueba negativa, ausencia de gel, muestra no pirogénica. Se —-

acepta.

IN-VIY¥G.~ Prueba Positiva.Muestra pirogénica, la suma

de

los incrementos de temperatura es mayor a 1.4%C. o bien algdn

conejo muestra un incremento mayor o igusl a 0.6°C., #e Rechaza,

Prueba Hegativa. Muestra no pirogénica, la suma de los incre—

mentos de temperatura es menor a 1.4%. ¥ ningin conejo mies—

tra un incremento mayor o iguel a 0.6°C., se Acepta.(36)

IN-- VITRO IN - VIVO
Acepta Rechaza Acepta Rechaza

1.~
24—
3.~
4,-
Se=
60—
T
8.~
9.~
10.-
11.-
12.-
13.-
14.~
15.~
16.-

i

|

n =16 ; 1l00%

Eventos deseables (1,2,3,4,6,7,8,9,12 y 16)
Eventos NO deseables  (10)

Eventos NO deseables,

pero justificables (5, 11, 13, 14 y 15) = 5

[/
o)
o

62.5 + 31.3 = 93.8% reproducibilidad



4,1.10.~ DETECCION DE ENDOTCXINA EN MATERIA PRIVA. (LINCOMICINA)

Pars evidenciar le onresencia de pirégenocs en la materis pri

ma se hicieron los siguientes ragonemientost

Qué cantidud de muestra someterfamos & prueba?. la bibliow-
grafia reporta que la dosis de prueba en conejo (0.5 mg./kg.) -
(Ref.35) fue reducids 20 veces para eliminar el efacto téxico w-
del antibidtico. Esto es, si en realidasd la dosis humana esté re
portada como 10 mg./Kg. peso corporal, probamos & 20, 10 y 5 mg.
de base por mililitro,

Preparamos una soluciones de Lincomicins considerando una -
potencia tedrica de 800 meg./mg., 86 usd Agua Destilada como me-
dio de disolucidn,

Verificamos y ajustamoe pH a 7.0 + 0.2 con solucién de Hiwe
dréxido de Sodio 1 N. o Solucidn de Acido Clorhidrice 1 N, Teble 3,

Probamos que el reactivo (Lisado de Amebocitos de Limmlus)
fuera compatible con el antibidtico; entendiéndose por compatibi
lidad que el reactivo no fuese inhibido o potenciamlizado al es—-
tar frente a Lincomicina pirogénica a concentracién fija como an

tibidtico y, variable el grado virogénico.

S3e pesaron por quintuplicado 1,240 mg. de Clorhidrato de «—
Lincomicina y se disolvié cada muestra aforando 8 50 ml., con w-
Ague pirogénica s 5 diferentem concentracionest 0.5, 0,25, 0.12,
0.06 y 0,03 U,B./ml. Para conseguir diluciones finales por quin-
tuplicado a 20 mg./ml., 10 ¥ 5 mg./ml, se hicieron dos dilucio=--
nes seriadas en proporcién 112. Cada muestra (15 en total) se hi
2o reaccionar frente al reactivo L.A.L. por duplicedo. Ademds de
5 muestras de Agua pirogénica a otres tantes concentraciones y -
1 muestra del Agus Destilada (usada como diluente) para Control
Negativo,
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Concentracién (mg./ml.)

5.00 10.00 20,00

Materia Prima -

(Lincomicina) 473 306 4.76
Granel.

(Soluc. de Lincg 5.02 5.01 4.77
micina

Tabla #3.~ Estudio de pH en Materia Prima y
Producto. Utilizdndose 10 Lotes para su de-
terminacién promedio.




A1 final de la reaccidn, tento la endotoxina de la Lincomici
na como la endotoxine del Agua (medio de dilucién) sirvieron
paras

a).- Determinar la concentracién de orueba para el anti
biético en estudio,

t).- Comprobar que a esa concentracién préctica no exis-
te interferencia quimice alguna que modifique el resultado,
Tomendo como no interferencie cuando el punto final de la ~-
reaccidn (gelificacidn) de la endotoxina en Lincomicine era
idéntico al de la endotoxina en Agua.

Resultedos:

Tabla #4

Concentracién de Endotoxine afladida
en U.E,/ml,

0.5 0.25 0.12 0.06 0.0

Lincomicina 20 mg. + + - - -

o, + + - -

Lincomicina 10 515 b4 1 b4 - -

Lincomicina § %lg. t t $ T -

Agua Destilada + + + + + -

Endotoxina + + + - -
Agua Destilaeda =

Esto indica que a mayor concentrazcidn de antibidtico es
mée probeble que exista inhibicién, rezén vor lz cual dedici
mos que la Concentracidén de Prueba fuera 5 mg./ml. evroxime-
damente,

Pue necesario fijar le wreparscién de un Control Pogiti
Vo que indigue la habilided y resmuesta del resctivo frente
e condiciones preesteblecides. De scuerdo & la Tabla anterior

o2 recomendable 0.5 U.B./5 mg./ml, 75



Se annliseron 15 lotes de Lincowmicina para evaluar su -

contribucidn pirogénica al proceso bajo el siguiente procedi

mientos
le=
24~
3o
4=

Sem
6o

8.~

Ios

Pesar 310 mg. de Lincomicina Clorhidrato.

Disolver en Aguas Destilads libre de pirégenos.
Aforar a 50 ml, y homogeneizar perfectemente,
Ajustaer pH con Hidréxido de Sodic 1 N, s un rengo -
de 6 & 7.5.

Dosificar en tuboe de resccién, elicuotas de 0.1 ml,
Preperar Control Negetivo dosificendo en tubos de -
resccién, 0.1 ml. de Agua Destilada Libre de pirége
nos, uesada en la disolucién de la muestra.

Preparar un Control Positivo.-~ Se geleceidn un Lote
de Clorhidrato de Lincomicina con caracteristicas -
fisico-quimicae y microblolégicas probadas; pesar -
310 mg. y disolver en Agua pirogénica conteniendo -
0.5 U,Es/ml. Homogeneizar. Tomar 2 alficuotas de -
0.1 ml, y dosificar en tubos de rsaccién,

Adicionar 0.1 ml. de reactivo L.A.L. a cadas tubo de
reeccibn, agitar suavemente, incubar a 31%. ¥ 1%,
por 60 min,, verificar la formacidén de un gel séli-
do indica vrueba (+); ausencia de gel firme, prue—
ba (=),

resultados obtenidos tanto por la Pruebe USP como -

por la Prueba L.A.L. fueron los siguientess
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Control Positive

Control Regativo

Lote
Lote
lote
Lote
Lote
Lote
Lote
lote
Iote
Lote
Lote
Lote
Lote
Lote
lote

Control Regetivo
Control Positivo

1A
2B
3C
4D
SE
6F

0.S.P. L.A. L.
No wirogénico Pirogénico
No pirogénico Ko vpirogénico
No pirogénico Ko pirogénico
No vpirogénico No pirogénico
No pirogénico No virogénico
No pirogénico No vpirogénico
No virogénico No pirogénico
No virogénico No virogénico
No pirogénico No pirogénico
No pirogénico Yo pirogénico
No pirogénico No pirogénico
No pirogénico No pirogénico
No virogénico No pirogénico
No virogénico No pirogénico
Fo virogénico No pirogénico
No pirogénico No pirogénico
No pirogénico No pirogénico
No virogénico No pirogénico
To nirogénico Pirogénico
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4.1.11.~ DETECCION DE ENDOTCXIRA A PRODUCTO EN PROCESO.

Le eplicacidén de esta vrueba (L.A.L.) en procsso es voco eg

timads a la fecha, s6lo en casos donde existe el factor costo/w
tiemvo para decidir la continuidaed o suspensién de un proceso in
terrumpido, puede rendir utilidad a posteriori.

La finalidad de estss anotaciones es moatrar que cuendo se
cuents con un Control de Calidsd exhaustivo en puntos estratégi-~
com del proceso de menufectursa, la contribucidn pirogénica es mf
nima. Ademés intentamos que sesn observaciones prelimineres enca
minedas a conformar uns Metodologia, vreviendo el futuro de este
prueba in-vitro.

Se estudié la formulacién del vroducto determinando la con-
tribtucién porcentual sproximada de la materis prima y excipientes
méa importantes; Concentracién 300 mg./ml., Lincomicins 30%, Al-
cohél Benc{lico menor a 1% y Agus Destilade para Inyecciédn 69%.

Encontramos gue lg dnica variante con respecto a una simole
solucién de Clorhidrato de Lincomicina, es el Alcohdl Benc{lico
cuya contribucidn no ee inhibitoris segin reporte de J.P. Cooper
y Susan M, Pgarson quisnes estsblecieron que séle uns concentra-
cién mayor a 1% sf modificaba la rescciédn endotoxina-L,A.L.

Probamos que el Producto "A" deliberadamente contamingdo «
con concentraciones conocidas de endotoxina promovia la formecién
de un gel firme y sélido. Consideramos la conceniracién del prin
cipio active en solucidn (300 mg./ml.) y tomamos alfcuota de 1,7
wililitros por quintuplicedo, cada alicuota se diluyé a 50 ml, -
con Agua Pirogénica a 5 diferentes concentraciones (0.5, 0.25, -
0.12, 0.06 ¥y 0.03 U.E./ml.) De cads dilucién inicial se hicieron
2 diluciones seriadas en proporeién l:2 pera logrsr concentracig
nes de prueba iguslecs a 10 mg./ml., 5 y 2.5 mg./ml. Se integré -
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un Control Positivo (Ague pirogénica) y un Control Negativo -~
(Ague destilada apirogénica).

Siguiendo el criterio de no inmhibicién cuando el ovunto fi-
nal de le reaccién (gelificacién) de la endotoxina en Ague, se
adiciond 0.1 ml, del reactivo & 0,1 ml. de cada miestra y se in

cutd a temperatura y tiemvo pre-establecidos.

Resultados:
Tabla #5
Concentracién de Endotoxina
afindida, en U.B./ml.
0.50 0.25 0,12 0.06 0.0
10 mg./ml. 1 1 = - pet
5 mg./mi. - b4 b = =
2.5 mg./ml. ¥ b b b4 e
Agua pirogén. b4 b4 b4 :

Agun avirogén,

Confirma que relativamente a menores concentracionee reac-
ciona mejor le endotoxine de la Lincomicina con el Lisado de Ame
bvocitoe de Limulus., Por ragones vrécticas establecimos la Cone-
centracién de Prueba como 3 mg./ml., incrementéndose 60 veces -
con resvecto a la Concentracidén de Prueba en Conejo 0.5 mg./Kg.

Las condiciones requeridas para un Control Positivo que -=-
asegure la habilidad y respuesta del reactivo sont 3 mg./ml. ¥y
concentracién pirogénica igual a 0.5 U.B./ml. tomando en cuenta
el Umbral de Dosie Pirogénica (TPD) ipual a 10 U.R, referides &
la R.S.E, B.C. segin U.S.P. XXI y N.P.XVI tenemos que la Te

5
lacién TPD por Dosis Humana ess

5 U.B./10 ng, L’ié:t:micina = 0.5 U.E./dosts
o w Ot 79
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Analizamoe 5 lotes de Producto "A" en Granel bajo el si --

guiente procedimiento:

l.-

2.
3

3=

4.~

Se=

Los

Tomar una alf{cuotse de 1 ml, y diluirla a 100 ml, con ~
Agum Destileda libre de virdgenos.

Ajustar el oH a 7.0 + 0.2 y mezclar adecuadamente.
Dosificar en tubos de reaccién, alicuotas de 0.1 ml.
Preparar Control Negativo dosificando en tubos de reac
cién, 0.1 ml. de Aguas Destilada libre de vpirégenos, —-
usada en la disolucién de la muestra.

Prevarsr un Control Positivo a base de 1 ml. del Pro—
ducto "A" y diluirlo & 100 ml., con Agua Destilede con-
teniendo 0.5 U.E./ml.

Adicioner 0.1 ml., de reactivo L.A,L, a cada tubo de -
reaccién, agiter suavemente, incubar a 37%. + 1%, -
vor 60 min,, verificar la formacién de un gel sélido -

indica prueba (+); susencia de gel firme, prueda (-).

resultados obtenidos tanto por la Pruczba USP como wor

la Pruedba L.A.L, fueront

Cont
Cont:

Lote
Lote
Lote
Iote
Lote

Cont
Cont

‘.1.12l-

usp LAL

rol Positivo No pirogénico Pirogénico
rol Regativo No pirogénico Ro pirogénico
1 No pirogénico No virovgénico
2 No virogénico Fo pirogénico
3 No pirogénico Ko pirogénico
4 No pirogénico No pirogénico
5 No pirogénico No pirogénico
rol Negativo No pirogénico Ko pirogénico
rol Positivo No pirogénico Pirogénico
DETECCION DE ENDOTOXINA EN VAPOR LIMPIO.

El vapor limpio es uno de los servicios con que pe cuenta
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en la Industriea Parmacéutica, éste Be genera a partir de Agua -
deionizada, en la cual el Agua es calentade hasta la fase vapor
¥y en esta forma se envia a través de tuber{a de acero inoxida--
ble a las Areas Bstériles; los puntos donde se localiza son ==
Cuartos de Lavedo de materisl, autoclaves, lavadoras de frasco
¥y ampolletas., Adicionalmente el uso de este servicio mejora las
condiciones de limpieza del equipo eliminando o diesmimuyendo la
biocarga microbiena por lo que también se le utiliza para este-~
rilizar tuberfes de acerc inoxidable que transportan el Agua de
ionizada y destilada.

El monitoreo del Vapor limpio por medio del reactivo L,A.L,
verifice que émte llegue en condiciones apirogénicas en los pun

tos de uso,

Para la toma de muestra se utilizé el siguiente material:
- Matraces Erlenmeyer apirogénicos.

- Condensador de vapor.

~ Reactivo L.A.L.

Procedimiento:

Se ues equipo de proteccién adecuado., El vapor limpio se ha
ce pasar por el condensedor obteniéndose as{ Agua de Condensa—
cién., La muestra fue recolectads en material apirogénico ¥y 88 -
hace reaccionar con la solucién de L,A.L, siguiendo la Técnica
ya descrita en la P4g.52, obteniéndose los siguientes resultados:

Punto de Muestreo Concentracién eetimada
Autoclave 1 Menor 0,12 U.B./ml.
Autoclave 2 Menor 0,12 U,E./ml.,
Cuarto de Lavado Menor 0.12 U,E,/ml,
Lavadora de frasco Menor 0.12 U.E,/ml,

Durante 5 dfas alternos se repitié el seguimiento con los
mismos resultados tenidoe el primer dia,
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4.1,13.~ DETECCION DE ENDOTOXINA EN VIALES Y AMPOLLETAS.

El calor seco es uno de loes métodos més comunses para este-

rilizar y/o despirogenizar el equipo y los contensdores prima—

rios que se emplean en le fabricacién de productoe eatériles,

Durante la proyeccidén de le Prueba L.A.L. se validé el hor
no del Laboratorio para asegurar su capacidad de despirogeniza-
cién y estudiar la reproducibilidad de los resultados, Bl estu-
dio se basé en los términos que maneja la U,S.P., donde los pa-
rédmetros criticos a controlar son el tiempo de exposicidén y ls
temperatura de esterilizacién,

El primer paso fue observar la distriducién de calor para
lo cual se utilizaron termdparea tipo J, éstos se colocaron en
forma geométrica en toda la cémara del horno, ver. Pig, #3. La
temperatura del horno se fijé a 200°C. y se monitoreé 2 Hrs. au
xiliéndonos con un Registrador Speedomax; con los datos obteni-
dos me determiné el valor de Py en el punto mds frio, los chlem
los se muestran en la Tabla #6.

La segund‘a etapa consistié en preparar visles con endotoxi
na de concentracién conocide, miemos que identificamos y distri
buimos en forme geométrica en la cémara del horno durante el Ci
clo de Bsterilizacién, 2 Hrs. a 200°C.

Técnica:

l.- Prepare una solucién de endotoxine que contenga = - -
500,000 U.B. vor mililitro.- llamsremos Solucién "A",

2.~ Coloque la solucidn de endotoxina en un bafic de ulirs-
sonido por 10 min., y agitela 5 min. antes de la inoculacidn.

3.~ Inocule los viales (previamente despirogenizados en —-
horno 1 Hr. a 250°C.) colocando la alfcuota en el fondo del viaml:

a).- 0.1 ml. de la Solucidén "A" en 5 frascos visles para -
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termoner (sinr Sgrt L. Py,
4 0 23 0,000 G0,.00
4 20 50 3.160 x 10°° 6,00 x 1077
4 40 96 6,300 x 10°°  1.20 x 107%
4 60 110  3.160 x 1077  6.30 x 10°%
4 80 150  3.160 x 1070 0.06
4 100 180 0,100 2,00
4 120 200  0.891 17.80
4 140 200  0.891 17.80
4 160 200  0.891 17.80
4 180 200  0.891 17.8
4 200 200  0.891 17.8
4 220 200  0.891 17.8
4 240 200 _0.891 17.8
=6,33 #7126.7 min

Tabla #6,- Datos experimentazles para calculur el FH

P,
Se co%ocaron geométricamente 10 termopares
del horno. Se revorta uhicemente el termoper en
frio pare fines del célculo Yl{ considersndo que

nimo gque debe reunir un Ciclo de Esterilizacién

H
L.R. = 10

Temperatura en el punto mée frio

Temveratura base, 20000.

Constante = 20 (pare ciclos de horno)

3

- |

= Tiemno en minutos.

Sustituyendo valores:

P = LR, x T (min,) (Tr -

en la cémara
el punto més
el valor mi-

es de 30 min,

Tb)

L.R, = 6,33 FH = (6,33 x 20 min.) = 126.7 min,



obtener una concentracién de 50,000 U,EB./vial,
b).- 0.2 ml, de la Solucidn "A" en 5 frascos viales pa

ra tener una concentracién de 100,000 U,.E./vial,

4,- Prepare 3 viales Blancos Negativos {Agua Destilada 13i
bre de pirégenos) y 3 viales Blenco Positivos, éstos dltimos -
con una concentracién de 500,000 U,E./ml,

5.- Deje secar los viales bajo campana de flujo leminar.

6.~ Tape con nz2pel aluminio despirogenizedo, una vez se--
cos los viagles,

7.- Coloque loe viales en el horno a 200°¢. por 2 Hrs,

8.~ Retirelos al termino del tiempo y déjelos enfriar & -
temperatura ambiente, )

9.~ Reconstitdyalos con Agua apirogénica a la mited del -
volumen original del vial,

10.- Recobre la endotoxina de los viasles sgitando en vor--
tex o bafio de ultrasonido.

1l.- Realice la Prueba L.A.L, siguiendo el Método descrito
en la Phg. 52

Tabla de Identificecién (Pig.#8)

ngc::ziggidn Identificacidén
50,000 U.E,/mli. a, b, c, 4, ¢
100,000 U.E./ml. 1, 2,3 4,5
Blanco Positivo I, 11, III
(500,000 U.E./ml.)
Blanco Negativo Xy ¥y B
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Resultados obtenidos:

e b c d e
1 2 3 4 5

Conc, 50,000 U,E./ml, - - - - -
Cone,100,000 U.B,/m}. - o e = -
Blanco Positivo + + 0+ + o+
Blanco Negative - e - - -
Interpretacidn

(=) No gel. Ausencia de endotoxina
por abajo de 0,12 U,E./ml.

(+) Gel firme. Prueba positiva.
Reactivo resvondiendo a la
concentracién conocida del
Control Positivo,

La dltima parte se conformé sometiendo a prueba, a tra
vés de eu agua de enjuague, 10 muestras de frascos viales y
ampolletas apirogénicas momentos entes de entrer a proceso -
en su etapa de llenado,

El muestreo se hizo dentro del Area Aséptica bajo con-
diciones controladas {flujo laminar) y extremendo precsucio-
nes, se depositeron de 20 a 30 contenedores en un matraz Br-
lenmeyer despirogenizado, se adiciond Agua Destilada Libre -
de Pirdgenos para extraer la ~osible fraccién de endotoxina
ayudados por un agitador vortex y bafio de ultresonido. En el
inter se incuda la muestra a 30°C. para facilitar la disper-
8ién de endotoxinas en el Agua.

De cada uno de los 10 matraces se tom§ 0,1 ml, del -
Agua de lavado y se hizo reaccioner frente a 0.1 ml., del ==
reactivo L.A,L. evaluando seg¥n criterio Gel-No Gel. Ninguna
de las 10 muestras propiciaron la formacidn de un gel firme,

como lo mostrd un Control Positvivo, corrido a la par, Esto -~
. 86



indica que la concentracidén de endotoxina era mucho menor a la

concentracién del reactivo usado,

4.,1.14,- DETEZCCION DE ENDOTGXINA EN AIRE COMPRIMIDO.

La evaluacién de la contribuciédn pirogénica del aire com—
orimido ayuda a que este servicio no disminuya la celidad de -
un proceso de manufactura, Frecuentemente es utilizado para se
car tenques y accesorios menores requeridos por el proceso mis
mo.

Para lograrlo se probaron 3 formas de muestreo.

Forma A.- Dejar que fluye el aire por 30 min. en un matraz
Erlenmeyer apirogénico. Arrastrar con Agua avpirogénica y auxi-
liéndose de un bafio ultrasonic. Probar la solucién resultente
con 0.1 ml, de Reactivo L.A.L.

Porma B.- El mismo fundamento que "A"™ pero shora usando -
200 ml., de Agua Destilade avirogénica en un matraz Erlenmeyer
de 500 ml,

Forma C.,- Substituir el Agua apirogénica por Solucién —-
Amortiguadora de Foefatos pH 7.

Control Negativo.- Se burbujea aire prefiltrade por 30 min,
en un matraz Erlenmeyer apirogénico conteniendo 250 ml. de —=
Agua libre de virdgenos previamente evaluada.

Control Positivo.- Se muestrea aire del medio ambiente y
se hace incidir sobre un medio acuoso como el que se describe

vara Control Negativo.

Operativamente se seleccionaron 2 puntos de muestreo:s Pun
to B, salida inmediata del Generador de Aire Comprimido, sin -
vrefiltro-filtro; Punto "5", Toma de Uso en Area Estéril, aire

filtrado. Teniéndose las siguientes observaciones:
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Las 72 pruebas realizadas incluyendo el Control Positivo y
las tomas de aire sin filtrer, més suscevtibles al resultado po
sitivo esperado, fueron rerroducibles reportando resultados ne-
gativos, Algunos tubos de reaccién presentaron ligeros grumos -
que no llegaron a gelificer vero que deevian la orientacién del
andlisis a parémetros como: estudio cromatogrdfico de las solu-
ciones donde se burbujed el aire en busca de interferencia qui-
mica con L,A,L., sensibilidad del reactivo, partfculas contami-
nentes suspendidas en el aire del medio ambiente que formé el -

Control Positivo, etc.

Pinalmente como informacidén adicional anotaremos que la —
Pruebe de Control en Proceso méde comin vara dar seguimiento a -
la calidad microbioldgica del aire comprimido en escencia con—e
siste en burbujear aire de la toma de uso en Medio Nutritivo 1f
quido (soya y tioglicolato), incubar y observar turbidez. Obvig
mente el factor tiempo representa una razén de peso para conti-
nuar en el desarrollo de un procedimiento préctico que evalde =

el aire en menor tiempo.
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CAPITUIO V

5.1.- RESUMER, )

Independientemente del ¥étodo o forma de evaluacidn que se
use, la elaboracidén de un producto inyectable farmacéutico con-
lleve la responsabilidad de orober su calidad microbiolégice pe

ra asegurar que no es virogénico.

Despuée de méAs de 40 afios, la Industria Parmacédutica cuen~
ta con un Método Alterno para evaluar la calidad pirogénica en
Agua de Uso Parmacéutico (Agun para Inyeccién, Agua Bacteriostd
tica para Inyeccién, Agua Estéril para Inhalacién, Agua Estéril
vara Inyeccién y Agua Estéril para Irrigacién). Su uso eatd am-
pliamente autorizado previa validacién en particular.

La Prueba Oficial de Pirégenos (in-vivo) estimulé el des-
arrollo de la Prueba de Pirégenos In-Vitro por su alto costo, -
aiffeil ejecucién, verisbilidad comin de todo sistema biolégico,

tiempo de respuesta, etec.

La Pruebe In-Vitro a base de mmebocitos de Limulus, lisam-
dos y liofilizedos, se nos ofrece en primera instancia como una
Prueba de Pirdgenos "presuntiva" para productos inyectebles -
farmacéuticos, Una vez demostrada su equivalencia y paralelismo
con la Pruedba U,S,P., slcanzerd el mismo rengo ("confirmativa")
que ésta dltima, tel y como sucedié con la sutorizacién vor la
Pood and Drug Administration vara aplicarse en Agua de Uso Par-
macéutico.
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Précticamente la utilizacién del Método In-Vitro represen—
ta pera el Laboratorio de Control una alternativa en la libera-
cién de Agua para uso en fabricacidén, como un servicio de Con-—
trol hacia Produccidn que debe darse en el menor tiemno vnosible
8in que afecte de paso la programacién de las pruebas In-Vivo -
para Producto Terminado. Sin embargo es recomendable su aplica-
cién en primera instanciza como une Prueba de Control en Proceso
para desarrollar hebilidad en el manejo e interpretacién de la
metodologfa L.A.L.
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CAPITUIO VI
6.1, CONCLUSIONES.
De la comparacién obtenida entre la Prueba Parmacopeica y
la Prueba In-Vitro del lisado de amebocitos de Limulus (L.A.L.)

se tienen las siguientes conclusiones:

l,- La Metodologie experimentada comprueba las bases para

aplicarse como una Prueba de Control, en Proceso.

2,- Se probé con buenos resultados que la Prueba In-Vitro
68 un valuarte para el control del grado pirogénico en los Ser-
vicios Auxiliares como aire comprimido, vapor, contenedores pri

narios, ete.

3.~ Se observé que la Pruscba es aplieeble a nivel de Mate-
ria Prima (a base de Clorhidrato de lincomieina) y Producto Ter
minado. El trabajo experimental mostré buena compatibilidad con
el liofilizado de amebocitos de Limulus.

4.- Comprobamos que esta Prueba de Pirdgenos, integrada a
un Sistema o Red de Agua validado, o3 un pardmetro de alerta an
te la presencia inesverada y no deseable de fuentes pirogénicas.
El area de Mantenimiento recibe en poco tiempo informacidn de -
las condiciones microbioldégicas del suministra de Ague.

5.~ La Prueba es eficiente para ser usaéa en Procesgos Par-
macéuticos, En el costo de ambam pruebas, la de conejo es més ~
cara ya que es indispensable un Bioterio instalado (equivo, ani
males certificados, etc.,) y en el caso del reactivo L.A.L. ea -
el costo del mismo y la habilidad de la persona que la desarro-

1le,
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6.~ Se propone una secuencie légica y sencilla para utili-
zar el reactive L.A.L. semicuantitetivamente por su respuesta -

gel-no gel.
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