
UNIVERSIDAD NACIONAL AUIONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE QUIMICA 

DEIECCION DE FUENTES PIROGElllCAS EN LA 
f ABRICACION DE INYECTABLES Y SERVICIOS 

AUXILIARES, POR LA PRUEBA 
DE LIMULUS 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 
QUIMICO FÁIMACEUTICO llOLOGO 

P R E. S E N T A N : 

MARIA LOYDA CASTRO CORDOB.A 
EFRAIN JACOB LOPEZ PEREZ 

MEXICO, D. F. 

..----------
TESIS C··N 

FALLA tE OR'.GEN 

t.XM1\L:.;1·; r:··:'.·-:·-1.rJtl.!\.LE'S' 
FAC. Dl'. CllHMICA 

1991 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CONTENIDO 1 

~· 
INTRODUCCION I 

CAPITUlO I. 
l.l.- GENERALIDADES.PIROGENOS 3 

l.2.- DBFINICION 4 

l.3.- CLASIFICACION 4 
l.4.- CLASIPICACION DE LOS INYECTABLES 6 

l.5.- DESPIROGENIZACION 7 

CAPITULO II. 
2.l.- LISADO DE AMEBOCITOS DE LIMULUS 11 

2. 2.- TEOIUCA. PRUEBA DE LillUllJS 14 

2.3.- CONDICIONES ESPECIFICAS 15 

2.4.- RELACION CON LA PRUEBA PARMACOPEICA 16 
2.5.- APLICACIONES ESPECIFICAS 17 

CAPITUI.O III, 
3.1.- CRITERIOS BUENAS PllllCTICAS M>JlllPACTURA 16 

3.2.- EL HOMBRE COMO FUnlTE DE CONTAMINACION 20 

3.3.- EL JJllBIEllTE CO'MO CAUSA DE CONTAMINACION 24 

3.4.- !.OS INCREDIENTES COlllO CAUSA DE CONTAM'.t-
NACION 26 

3.5.- TRATAMIENTOS PARA PURIPICAR EL AGUA 29 

3.6.- LINEAMIENTOS DE VALIDACION PARA EL 
ABASTECIMIENTO DE AGUA DE ALTA PUREZA 30 

3.7.- LOS PROCESOS DE MANUFACTURA COMO CAUSAS 
DE COl'fTAJIINACION 33 

3.8.- CONTROLES El'f PROCESO Y TECNICAS DE BVA-
LUACION 36 



~· 
CAPITUL-0 IV 

4.l.- PARTE EXPERI~ENTAL Y HESULTADOS 

CAPITU:OO V 

4.l. 1,- Introducci6n. Protocolo. 42 

4.l, 2.- Caracterizaci6n. Endotoxina. 48 

4.l. 3.- Selecci6n del Reactivo 49 

4.l. 4.- Guía Pr'ctica de Procedimiento 49 

4.l, 5.- Precisi6n del Analista 55 

4.l. 6.- Relación L.A.L. y la Prueba 
?armaoopeica 56 

4.l. 7.- Análisis In-Vivo/In-Vitre de una 
Endotoxine. de Control. 61 

4.l. 8.- Estudio Red de Agua 64 

4.1. 9.- Cuantificaci6n de !ndotoxina en 
Agua para Uso de ?abricaci6n 71 

4.l.10.- Detecci6n de Endotoxina en 
lllateria Prima 73 

4.1.11.- Detecci6n de Endotoxina a 
Producto en Proceso 

4.1.12,- Detecci6n de Endotoxina en 
la Red de Vapor Limpio 

4.1.13.- Detecci6n de Endotoxina en 
Contenedores Primarios 

4.1.14.- Detecci6n de Endotoxina en 
Aire comprimido 

78 

80 

82 

87 

5.1.- RESUMEN 89 

CAPITULO VI 
6,1,- CONCLUSIONES 91 

CAPITUW VII 
7.l.- BIBLIOGRAPIA 93 



I N T R o D u e e I o N 

En la Industria Parmacáutica ea necesario controlar lae di!!!. 

tintas tuentee de contaminacidn bacteriana ya que es de primor-

dial importancia el aeegurE<r que loe productos para administra~ 

ci6n parenteral eet'n libree de pirdgenos, de acuerdo a las esp!!!_ 

cificacionee de cada caso en particular. 

Bn virtud de que estos productos potencialmente pUeden ser 

pirogánicos si durs.nte su proceso no se siguen los controles ne

cesarios, ee hace caso omiso de las !»enea Prácticas de Manufac

tura o bien, durante el mismo son expuestos a una fuente de con

taminaci6n bacteriana • 

Debido a estos riesgos loe productos farmacéuticos para ~ 

minietraci6n parenteral se someten a una serie de pruebas para -

asegurar su apirogenicidad, ya que éstos van a eer administrados 

directamente al torrente circulatorio del paciente y cualquier -

efecto adverso sería peligroso para la Vida del mismo ya que po

dría provocarle desde fiebre hasta un shock que lo encaminaría a 

la muerte, 

Por esta raz6n, elaborar productos farmacéuticos conlleva 

gran responsabilidad y nunca será suficiente el esfuerzo que se 

haga para mejorar la calidad y servir mejor a la salud, En este 

trabajo experimental nos proponemos estudiar la calidad microbi~ 

l6gica de un proceso de fabricaci6n de un inyectable en eoluci6n, 

de pequefto volumen, a trav~e de sus Controles en Proceso y auxi-
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liándonos del parámetro pirogenicided como elemento de medici6n 

en el seguimiento. Esperamos finalizar proponiendo beses prácti 

cas para la apliceci6n de le Prueba de Pir6genoe In-Vitro cono

cida como Lieado de Amebocitoe de Limul.ue (L.A.L.); el usarse -

como una Pruebe de Coutrol en Prooeeo pare detectar fuentes pi

rogánicas y eliminarse antes de que su efecto disminuya la celi 

dad del inyeoteble en etapa de manufactura. Dando como resulta

do mayor calidad, seguridad y ahorro de costos. As! como contri 

buir a preservar la salud de la población y desarrollar una herr~ 

mienta dtil a loe profesionales fermacáuticoe. 
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OAPITUID I 

l.1.- GENBl!ALIDADES SOBRE PIROGENOS. 

Un problema conocido desde que se inició la terapia endov~ 

nosa es la reacción febril que ee manifiesta poco despu6s de la 

inyección. Este tipo de respuesta puede presentarse al inyectar 

con prudencia cualquier solución (salvo de eubstanoiae que por 

·sí sean pirog6nicas) por vía endovenosa o intramuscular, inclu

so la sangre noe produce traetornoe de tipo hemolítico o anafi

láctico, y es debido a la presencia de pirógenoe bacterianos, -

fúngicos y posiblemente virales, acarreados en la solución. 

Los pirog6nos de loe g6rmenee gram negativos, a la fecha -

parecen ser loe máe activos manifestándose por hipertemia en el 

conejo y en al hombre. 

Los pirógenos provocan otros efectos farmacológicos aparte 

de loe ya seaalados, siendo loe máe importantes una modificación 

en el contaje de loe glóbulos blancos, alteración en la coagul_! 

ción y, en grandes dosis, pueden producir shock y muerte. 

En la bibliografía ee suelen usar indistintamente los t'r

minos "pirógenos bacterianos" "endotoxinae". Si.n embargo, las -

endotoxinae son específicamente lipopolieacáridoe de alto peso 

molecular que provienen de la.e membranas de loe g4lrmenes gram -

negativos. No son los únicos agentes pirogenáticos producidos -

por microorganismos ya que g'rmenes gram-positivos, hongos y V! 
rus tambi6n loe producen, pero no poseen las mismas propiedades 

bioquímicas. El t6rmino pirógeno bacteriano incluye a todos loe 
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agentes pirogen6ticos de origen microbiológico, incluidas lae -

endotoxinas. 

En 1923 Siebert llamó subete.ncias pirog~nicas a lae respoa 

sablee de las reacciones febriles, 

1.2,- DEPIKICIOK DE PIROGENOS, 

Los pirógenoe son prod~cto del metabolismo de microorgani~ 

moa gram-negativos en su mayoría, siendo de naturaleza lipopol,! 

sacárida que al ser introducidos al torrente circulatorio por -

vía parenteral proToce.n una respuesta febril.(l) 

1,3,- CLASIPICACION DE PIROGENOS, 

Existen dos clases de pirógenoe que son1 los de origen ex~ 

geno (exotoxinae bacterianas) y los de origen endógeno, los CU! 

lee a su vez se subdividen en pirógenos bacterianos y leucocit! 

rioe, 

Loe pir6genos endógenos de origen bacteriano son aquellas 

substancias constituidas en su gran ma,yoría de lae membranas C.!!, 

lulares de las bacterias gra.m-negativas que pasan a la circula

ción del hu6sped creando un cuadro infeccioso, 

Los pirógenoe endógenos leucocitarios son liberados de lae 

c6lulae ee.nguíneae (leucocitos) después de que el microorganis

mo es fagocitado por las c6lulas del sistema retículo/endotelial 

del huésped, (2) 

El pirógeno exógeno es un grupo formado por las exotoxinae 

bacterianas que son venenos químicos secretados por las bacte~ 

riae patógenas, principalmente las gram-positivas, Las gram ne

gativas rara vez producen exotoxinas, Una exotoeina se puede ~ 

transformar en toxoida, de gran importancia en la producción de 

vacunas. 
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Bl pirógeno exógeno ea fagocitado por las células (macróf! 

goe, linfocitos, polimorfonuclearee) preeentlÍndoee un precursor 

para que ee forme en 1lllB o dos horas y exista la producción del 

pirógeno endógeno de acuerdo a loe mecaniemoe estudiados, Dee-

puée este pirógeno endógeno va hacia el hipotálamo y produce la 

fiebre. 

Como ya ee mencionó con anterioridad, ouando ee administra 

una solución pirogénica a grandes doeie pueden producir ehock y 

muerte. Durante el período de latencia, loe granulocitoe desap! 

recen virtualmente del torrente circulatorio por adherencia a -

lae membranas de loe vaeoe eangu!neoe, eete hecho fue lo que hi 

zo penear que la endctoxina o pirógeno no act~a en forma direc

ta eobre el hipotálamo eino a travée de un agente endógeno pro

ducido por el granulocito por efecto de aquél. La producción -

del pirógeno endógeno ee debe a un proceso metabólico y puede -

eer bloqueado por algunos inhibidoree de enzimas, Todo ello ti~ 

ne relación con el eietema inmune. (J), 

En muchas de lae reaccionee pirogénicae entran en juego -

reacciones comos fagocitosis, formación de sustancias como son 

las linfocinae y todas éstas van a ~ar para que ee forme el 

pirógeno endógeno. 

Las euetanciae pirogénicae que pueden producir aetas reac

ciones en el caeo por ejemplo de bacterias gram negativas, eon 

los lipopolisacáridoe y la reacción pirogénica ee puede deber a 

un e.facto tóxico o por un efecto fagocitario, 

Eete mecanismo ee baete.nte complejo, el sistema inmune in

fluye en gran forma; la toxicidad en algunos caeos puede ser 81 
guna reacción antigénica y en otros, ee puede presentar una reas 

ción por mediadores de formación de complemento, 
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Todavía existen muchas dudas acerca de este mecanismo de -

liberación del pirógeno endógeno. Se dice, por ejemplos si exi~ 

te un precursor enzimático en la célula ó es sintetizado por -

una ee~al, o es un proceso de inducción genéticamente controla

do?. Le.a células que intervienen son de la serie monocítice y 

srazml.ocítica. loe neutrótiloe y loe monocitos son capaces de -

generar pirógenos endógenos mientras que loe linfocitos no, sin 

embargo es posible que los linfocitos puedan producir factores 

solubles como son las linfooinas, fenómeno aún por comprobar. 

1.4.- CLASIPIOACION DE LOS INYECTABLES. 

En 1965 Charlton clasifica loe productos inyectables en dos 

grupos de acuerdo con el riesgo de pirogenioidad que puedan te

ner estos: de gran riesgo y de poco riesgo, De gran riesgo, so

luciones de gran volumen; desde luego esto es lógico puesto que 

van directamente al torrente sanguíneo y en gran volumen, Los -

productos que por su naturaleza resultan ser un buen medio de 

cultivo, es decir aquellos productos que son extraídos desde m~ 

terialee muy ricos en proteinas como eon loe hemoderivados o e~ 

tractos de glándulas (como extracto de hígado) y aquellos que -

son pirogénicoe per-ee, En este caso se encuentran las vacunas 

que son per-ee nirog~nicae y que en un momento dado pneden ser 

de gran riesgo cuando se aplican. 

De poco riesgo son aquellos productos que ee administren -

en pequeños volúmenes y nroductoe que eon inhibidores o contie

nen inhibidoree, desde luego porque equi van actuar sobre los -

microorganiemoe y ea m~s dificil que ee preeenten y que prolif! 

ren éstos. 
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1.5.- DESPIROGENIZACION. 

Se pUede lograr de dos formes: por inactivación o por rem~ 

ción de endotoxina, 

Loe métodos de deepirogenizeción varían en su eficiencia y 

deben ser diseñedoe específicamente pare cada situación, Alé'Unoe 

son más aconsejables para superficies sólidas que para solucio

nes, otros son efectivos unicamente en materiales que pueden t~ 

lerar o conformarse a las condiciones requeridas por el m6todo, 

DESPIROGENIZAC!ON POR !NACTIVACION DE LA Eh"llOTOXINA 

HIDROLISIS ACIDO-BASE. 

Le despirogenización utilizando hidrólisis ecida o básica 

reduce o elimine le actividad biológica de lipcpolisacáridoe ~ 

bacterianos cor desactivación del Lípido A. Se he ueado Solu-~ 

ción de Acido Acético Glacial el l~ por 2 o 3 Hre. a lOoºc., s~ 
lución de Acido Clorhídrico 0.05 N. por 30 min, a 10o0 c., Solu

ción de Hidróxido de Sodio O.l N, en Etanol al 95~ o en Dimetil 

sulróxido al ao~. lográndose buenos rsaultados. (4) 

OXIDACION. 

Bate m6todo uea agentes como Peróxido de H.idrógeno, Oxige

no molecul.ar, Hipoclorito de Sodio, Acido Peryódico, Peryodato 

de sodio, Permanganato de Potasio diluido, Acido Nítrico, Dicr~ 

mato y Dióxido de Selenio, Su mecanismo de inactivación ea poco 

conocido, ee rellOrta como una peroxidación de los ácidos grasos 

preeentes en el Lípido A del lipopolisacárido, La inactivación 

por Peróxido de Hidrógeno depende del tiem~o, pH y su concentr! 

ción. Ofrece algunas ventajas sobre otros métodos por manejar -

baje.e concentraciones (0,1 JI!, por 2 Hrs. 6 0,04 M, e. 116ºC, por 

20 min. 6 1~1 2 Hrs,) y asr facilmente eliminado en solución. (5) 
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AL~ILACION, 

Un estudio publicado por Teuji y Harrieon demostraron 

que la endotoxina E. coli 0127188 redujo su actividad en 11%1 

94~ desouée de que fue esterilizada por Oxido de Etileno l~ 

y Preon 88~, 50% de Humedad Relativa, 3.5 psig, por 6,5 Hrs. (6) 

Este método es aplicable a substancias termolábilee y accee~ 

rioe quit'11rgicoe; comunmente se usa Oxido de Btileno, Anhí-

drido Acético, Anhídrido l'tálico, etc, 

CALOR SECO. 

La aplicaci6n de calor seco convencional (hornos por 

conducci6n o radiaci6n) ha sido el método de elecci6n para -

deenirogenizar materiales resistentes al calo~?)El mecanismo 

de inactivaci6n de lee endotoxinaa ee incineraci6n. Loe es-

tándaree indican condiciones de expoeici6n como no menos de 

250°c. por no menos de 30 min., no obstante son val.oree rel~ 
tivoe y dependerán circunstancialmente del volumen de oarga 

del horno. Se recomienda no usar temneraturae menores de 

175°c. 

CAWR HUMKDO, 

Estudiando la estabilidad térmica de las endotoxinas se 

encontr6 que el calor húmedo no ea efectivo para deepirogen! 

zar, en condiciones normales (121°c., 15 psi,, pH neutro, -

por 20 min.). No obstante la acci6n de ciertos agentes desp! 

rogenizantee (per6xido de Hidr6geno, Carb6n activado, etc,) 

mejoran su efectividad cuando las soluciones a depirogenizar 

son autoolaveadas. 

RADIACION. 

El Cobalto (Co,60) reduce la toxicidad de las endotoxi-
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nas bacterianas. (8) No obste.nte el desconoci:niento de los -

cambios qu!:nicos que se producen en las soluciones parenter.! 

les durante la radiaci6n, hacen que su uso se vea poco favo

recido, 

DESPIROGENIZACION POR REY.OCION DE ENDOTOXINAS, 

ENJUAGUE, 

El método más antiguo y si~ole para remover endotoxinas 

de superficies s6lidas es enjuagando con un solvente no-pirg, 

génico, generalmente Agua Estéril U,S,P, para Inyecci6n. Mé

todo efeótivo cuando se aplica a materiales con bajos nive-

les de contaminaci6n. (9) 

DESTILACION. 

Método más antiguo y efectivo para remover pirógenos -

del Agua. Su mecanismo ss relativamente simplez El agua cam

bia de fase dos veces, de líquido a va¡ior y de va¡ior a líqu! 

do, Durante la primera fase, el calentamiento rápido en el -

destilador origina que Q4;11a evapore y el sistema agua-vapor 

lo active. Como loa pir6genoe se asemejan a una m6lécula -

grande, no nueden acelerarse tan rápidamente como el agua-v.! 

por, son hechadoe a un lado por inercia. Estas moléculas (p! 

r6genos) permanecen en las gotas de agua acarreadas por el -

vapor y acción de la gravedad logran un alto peso molecular. 

CARBON ACTIVADO, 

Tiene una gran afinidad por substancias no iónicas y de 

alto peso molecular, La despirogenizaci6n de soluciones se -

basa en la adsorción física de la endotoxina al Carb6n acti

vado. El carb6n es removido por filtración o precipitación. 
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OSMOSIS INVERSA. 

Es uno de loe dos métodos reconocidos por la u.s.P. para -

la 0roducci6n de Agua estéril nara Soluciones Acuosas Inyecta-

bles. 

Remueve endotoxinas nor excluei6n (9). Las membranas con~ 

vancionales nara Osmoeis Inversa (nominalmente con un tamai'io de 

noro cerceno a 10 Amstrong) son de acetato de celulosa o nolya

mida con poros lo suficientemente oeque~os para excluir iones. 

Retienen grendes cantidades de salee bajo cierta pree16n de fil 

traci6n. 

ULTRAFILTRACIOtl. 

Es un método nara remover nir6genos de soluciones o mate-

rias primas de bajo a mediruio neso molecular (9). 

Las membranas para ultrafiltraci6n son seleccionadas sobre 

las bases de límites de exclusi6n de nesos mole~JJRr~e y eQ efe~ 

tividad como filtro despirogeniza.~te estriba en su acci6n eele~ 

tiva; esto es, las endotoxinRs que exceden el neeo molecular lf 

mite de exclusión son retenidas en la superficie de la membrana. 

Bl tamaño de una subunidad básica de linolisacárido es de 

10,000 a 20,000. Normalmente los agregados de moléculas de LPS 

pesan de 300,000 a l millón. Un mon6mero no agregado rarB!llente 

se encuentra en soluciones acuosas. Considerables cantidades de 

endotoxina en solución acuosa nueden removerse con un ultrafil

tro seleccionado a un peso molecular de 100,000 o más. 
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CAPITULO II 

2,1,• LISADO DE AMEBOCITOS DE LIMULUS, 

A pesar de todos loa avances en el conocillliento sobre -

la naturaleza química y fisiol6gica de loe pir6genos, la nru! 

be permaneció por máe de cuarenta a.~oe sin cambio. 

En Estados Unidos la Prueba de I'tr6genos :f'ue introduci

da en la Farmacopea en 1942; consistiendo en escancia obser

var la respuesta febril en conejos al ser inyectados por vía 

endovenosa, con una cantidad previamente especificada del -

producto. Sin olvidar que, como sucede con la P:n.leba de Bet~ 

rilidad, la Prueba de Pir6genos nunca ha intent!U\o garanti-

zaree por un resultado negativo; más bien se trata de una -

comprobaci6n final bajo la premisa de que nuiietro producto -

ha sido debidamente controlado durante todo el proceso de -

elaboraoi6n. 

No obstante la atenci6n hacia esta Prueba se ve deevia.

da cuando ee descubre una reacci6n de gelificaci6n "in vitro" 

entre endotoxinae y el lisado de amebocitoe da Limulus, 

La Prueba LAL (Lieado de amebocitoa de Limulus) ha sido 

reconocida como la más sensible, con el m~todo más conveniea 

te para detectar endotoxinae bacterianas comurunente conoci-

dae como pir6genoe, existiendo en estado libre o en forma -

a.eociada con la pared celular c!le be.cteriae gi-am-negativae. 

Se basa en la propiedad de gelificac16n, mecanil!lllo caracte-

r!etico del cangrejo Lilllulue Polyphemus, encontrado en ~a.e 

litoralee de Estados Unidos de Nortee.m~rica, específicamente 

a lo largo de la costa oeste, Loe cangrejos herradura eon f~ 

siles vivientes de aproximadamente 300 millonee de al'l.os y -

tienen como parientes máa cercanos a la familia de las ara-

aae. Loe grandes ejemplares ee establecen en las costas del 

Atlántioo, siendo las hembras mucho más largas que los machos. 

Las especies que se utilizan pe.re este !in, tueron recolect.! 
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das a una nrofllndidad de 30 o 40 oies cerca de Chiconteague, 

Virginia, Accidenta1mente se encontraron doe pequeffas eepe-

cies de Limulus en el sureste de Asia; por lo cual, loe jap~ 

neeee twnbi6n producen el lisado, 

El cangrejo herradura posee un sistema primitivo de ge

lificacidn sanguínea como mecanismo de defensa contra bacte

rias de bacillue grwn negativos. Sus c~lulaa sanguíneas, o -

e.mebocitoa, se agregan oara formar una malla, encima de la -

cual se forma un gel proteínico cuando el cengrejo está her! 

do y sujeto a invaeidn de endotoxinaa o bacterias (10), 

En 1956, Praderick Bang encontr6 que cuando el sistema 

de gelificaci6a fallaba moría el cangrejo por co~aci6n ia 

travascular despu~e de una infeccidn bacteriana. 

En 1954, Levin y Bang demostraron específicamente que -

la gelificaci6n s~ debía a que la endotoxina aetivaba el si! 

tema enzimático mediante la convere16n de la proteina coagu

lable del amebocito a gel, El punto de gelificaoi6n (medido 

oor densidad 6ptica) fue relacionada a la concen~ración de -

proteina pre-co~ante. 

Exámenes posteriores del gel reflejaron un.a matriz de -

fibras muy finas de 50-100 micras de diámetro, 

La especificidad por la endotoxina a concentraciones r_! 

levantes para la pirogenicidad, como acti~or de la enzima 

pro-call8Ulante de loe amebocitos, fue descubierta por Yin 7 

otros investigadores (11), 

El anál.isie dEi lisado indica que se precisan cuatro 

substancias para que se lleve a cabo la reacción de coagula

ción del lieado; tres de ellas, la enzillla proc~ante que 

ea una fracción de peso lllOlecular alto, sensible al calor; -

las proteínas coagulables (coagulógenos) es una fracción es

table al calor de bajo peso molecular y los cationes divale~ 
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tea (ca•2}. Inicikldose en presencia de endotoxina (lipopol! 

sac'z-ido} de bacterias gra.m negstivae. 

Bl aecaniemo de la reacci6n implica la activaci6n de la 

enzima preoo~ante por ca•2 y endotoxina, Beta enzima act! 

vada cataliza el desdoblamiento del co~6geno en eubunida

dee de polip~ptidoe, La aaturaleza química del co~6geno y 

sus subllnidadee co~antes ruaron estudiadas en el Lillllllue 

Polyphemue y el !ach,ypieue Tridentatus (una especie parecida 

al cangrejo cacerola que tue encontrada en el llla1' de Jap6n T 

que tiene la mi!1111R r4acci6n que el LilllUlue a las endotoxinae), 

Bn eetoe eetudiol!I, lae aubunidades de coagul6geno es denomi

naron cadenas A, B, a, de las cuales las cadenas A T B eatk 

unidas por enlaces bieul.tu.ro formaddo el coágulo. La cadena 

C liberada de la porcidn interior de la mol&cul.a madre, no -

eet' incorporada al oo'8ulo. 

Rn el Li!llUlus, el co~dgeno polio&ptido est' compues

to de aproximadamente 215 reeiduoe de aminoácidos, La coagu

laci6n ocurre despu&e de la divisi6n de un p6pti0o de 45 re

siduos da aminoácidos del grupo corbo:dlioo final de la cad.!. 

na, para dar un ~ptido soluble e, T un p&ptido insoluble de 

aproximadamente 175 residuos de aminoácidos, Bl ~ptido ins~ 

luble, llamado co~ina, sufre la polimerizaci6n para for-

aar un coigulo e~table. 

El aecanismo por el cual se produce la diTiaidn del CO,! 

gul.6geno por la enzima Pl"OC088\1lante se cree que es similar 

al de la pripsina, hidrolasa de la eerina. El dieopropil 

fluorofoefato T otros inhibidorea de la hidrolaea de la ser! 

na, inhiben la reacci6n de la gelifioacidn. 

Aeí en 1969, J,P, Cooper reconoció la aplicación de LAL 

en Pruebas de Pirógenos de productol!I parenteralea, a peeer -

de que •eta prueba •in vitre" tue usada iniciallllente como un 
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mecanismo valioso en la investigaci6n de endotoxinae, se coa 

sider6 de mayor utilidad en esta e.rea. 

De allí que ee prepara un lieado de c'lul.ae lavadas de 

amebocitos, reactivo indicador !llUJ' sensible de la presencia 

de sndotoxinas. Este reactivo es preparado sangrando 1>0r ~ 

p11nci6n cardiaca el coraz6n del Limulus madure y seno. El ~ 

mebocito de las c4lulas circul11:1tee de la sa.ngre, es cuida

doe~ente concentrado, lavAdo y lisado por efecto oem6tico. 

Bl producto final es sensible ~ calor; son necesarios para 

su estabili.dad la refrigeraci6n.., congelamiento o liofiliz ... 

ci6n. Se valora contra endotoxina purificada y se acepta si 

detecta l ng./ml. o menor concentraci6n de la endotoxina de 

referencia u.s.P,. propuesta por la Pood and Drug J.dminie

tration para estandarizar la preparaci6n del producto finlll. 

y así regular su producci6n. 

Bn 1971, aooper, Levin y We.gner '171lblicaron el primer -

estudio comparativo de la Prueba L.A.L. vs. Prueba de Pir6-

genos u.s.P. (12). 

SolUll (1973) describi6 ciertas característicaa de la -

forma del gel y no gel, de la proteina. Además 'lhile Sul.li

van y Wat•on (1975) describieron la enaima coa,gulante. 

2.2.- TEC!HCA DB LA PRUEBA DB LilllOLUS. 

Bl ensayo L.A.L. se prepara adicionando, reactivo re-

constituído, a voldmenes iguales de la muestra líquida, en 

un pequeí'lo tubo de vidrio para ense:yo. La muestra se incuba, 

sin movimiento, a 37º0. por 60 ! 2 min. En seguida a la in

cubaci6n, la prueba es evaluada invirtiendo loe tubos de i,e 

cubaci6n 180°. Si el tubo de prueba muestra un gel s6lido y 

firme que resiste la invers16n, se considera positiva; si -

no forma gel o 'ate se rompe en la invers16n, la prue~a es 

negativa. 14 



La p:nieba llega a ser cuantitatiTa ei el reacti'll'D L.A.L. 

es estandarizado orimeramente contra una endotoxina purifica

d~ 

2.3.- CONDICIONES ESPECIPICAS DE LA PRUEBA, 

llaterial de vidrio.- Debe ser esterili~ado por calor se

co. 200º0. por 2 Hrs. o 250°c. por lo menos 60 min. 

Temperatura.- La temperatura de incubaci6n debe mantener 

se de 36 a 3aºc, Se ha observado que la reacci6n se retarda -

tuera de este rango, la sensibilidad de esta prueba se reduce 

muy marcadamente a 25º0,, mientras que se destruye a 45ºc. 
pH.- Bl pH del producto debe ser ajustado de 6 a 8, con 

solución de Acido Clorhídrico diluido, Hidróxido de Sodio o -

eolucidn amortiguadora de fosfatos. 

Incube.ci6n.- Bl tubo debe permanecer sin S«itacidn dur~ 

te la incubaci6n¡ se ha observado que una agitaci6n previa ~ 

puede destruir el gel irrevereiblemente llevando a un result!; 

do falso-negativo. 

Control PositiTO.- Util en la comprobac16n directa de i!l 

hibicionee por l!f:&ntee químicos, antibidticoe, excipientes1 -

IDllchos inhibidores son superados por ajuste del plf o por se~ 

dio de dilución. 

Se prepara contaminando una alícuota de la 1m1estra pro-

blema con solución concentrada de endctoxina valorada. 

Control Kegativo.- Para detectar contaminación inadvert!. 

da en loe diluentes utilizados. 

Limpieza del material,- Es de primordial impor-tancia que 

el material de vidrio eet& limpio ya que pequeaas trazas de -

jab6n, á.l.oalis, 'cidoe u otros cont11minantee pueden reflejar -

un falso-negatiTo, !'!! recomendable completar 3 cioloe de la~ 

do, secado y esterilizado en caso de material de primer uso -
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para eliminar silicatos y Sllbftenciae residuales nropias de 

su menu:ractura, 

2.4.- su RELACION CON LA PRUEBA DE PIROGENOS u.s.P. 

La Prueba de Limulue y la Prueba de Pir6genoe U.S.P. no 

tllleden ser comnaradae directamente ya que se deben estable

cer precondicionss para que la comparaci6n sea válida. 

La reepUesta pirog&nica en conejos es indeoendiente de 

la cantidad de pir6genos inyectada por unidad de peso del -

animal; las primeras dosis de sensibilidad son dependientes, 

Bn contraste, la Prueba de sensibilidad de Limulue depende 

escencialmente del tiempo y de la concentraci6n porque el -

rango de opacidad del gel formado, en el punto final, es d~ 

pendiente de la concentraci6n de endotoxina. Esto es, el -

tiempo de gelaci6n se inorementa cuando la concentraci6n de 

endotoxina decrece, Por lo tanto, cuando se comoaran la se~ 

sibilidad de las dos pruebas a una concentracidn pirog&nioa, 

el volumen en la Prueba U.S.P, y el tiempo en la Prueba de 

Lill!lllue deben ser constantes. El volumen no es una variable 

en la Prueba de Liwlue porque ee utilisa constante, gene-

ralmente de O.l a 0.2 ml. 

Grieeman y Horniolt indican que el conejo y el hombre -

tienen respuestas similares a un nivel pirog&nico dado en -

una dosis por kilogramo, Bl factor de seguridad para ambas -

pruebas puede ser determinado por dosis, para parenter&l.ee -

de pequePlo y gran volumen. CUs.ndo 'lm parenteral de gran TO

lumen ea administrado, este factor se acerca a l; esto es, -

la seguridad en la Prueba de Limulua decrece cuando la doais 

h11111ana de un producto se incrementa. Bato ocurre porque la -

toxicidad de la endo~oxina en el hombre y en el conejo es d! 

pendiente de la dosis, mientras que la Prueba de Limulue es 
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deoendiente del tiempo y concentraci6n de endotoxina, As! el 

tJU11to,final oara la formaci6n del gel ee dependiente de la -

concentraci6n de endotoxina; y el tiempo de gelac16n ee in-

orementa cuando la concentraci6n de endotoxina decrece. 

Cuando se administren parenteralea de gran volumen el -

factor de seguridad oe aproxima a l. Para Limulus &ate decr.!. 

ce cuando la dosis humana (ml,/Jrg,) de un produoto se incre

menta. 

2,5.- APLICACIONES BSPECIPICAS. 

Loe ~entes quimioterap,uticos son una clase de produc

tos farmac,uticos que tienen un alto indice de efectos adve~ 

sos como eon1 reacci6n febril frecuentemente presente despu&e 

de la administrac16n, potentializaci6n entre la endotoxina y 

agentes antitWDOralee, Por ejemplo en el tratamiento L-Aspa

raginaea las reacciones adversa.s son: v6mito, náuseas, fie-

bre y cambios hematol6g1cos; estas reacciones son debido en 

parte a la contaminaci6n con endotoxina, ya que esta enzima 

1U1tileuc,mica e11 preparada a partir de E, coli o Erwi.nia. 

Por lo tanto la orueba farmacopeica que indica la u.s.P, en 

conejos ea inadecuada dado que esta especie es sensible a -

loe efectos t6xiooe de la L-Aepar&&inasa, reaultendo as! la 

valiosa oooperaci6n de la Prueba L,A.L. para controlar la c~ 

lidad pirogánica no e6lo de eetoe productos, sino tambi&n de 

radiofármacoe, homoderivados, etc. (13). 
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CAPITULO III 

).l.- CRITERIOS BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA. 

Una de lee tareas de la Microbiología en la Industria Farm! 

c&utica es la de salvaguardar satis!ectoriemente la calidad micr~ 

biol6gica de los medicamentos. 

Esta labor debe ser complementada por un sistema de seguri

dad integrado que incluya medidas preventivas (higiene) y rele-

vantee Controles lilcrobiol6gicos (de productos en proceso y ter

minados), como1 

!l!uestreo y antil.isis de materias prima.e y materiales. 

H~giene en la Manufactura, 

Control microbiológico de los Procesos de Manufactura. 
(Condiciones ambientales, equipo, servicios, etc.) 

Yllestreo 7 antil.isis de graneles y producto final, 

Involucra Controles en Proceso que son medidas de observBll

cia ejercidas desde la recepc16n de materia prima y llevadas du

rante la manufactura, hasta la transformación completa en produc 

to terminado. 

Los componentes use.dos en la manufactura de productos est&

rilee requieren tratamiento especial para hacerlos adecuados a -

su uso. La prenaraci6n de formas de doe1ficaci6n est6r11 impli-

can con1levsr a la vez loe diferentes elementos del producto de 

tal forma, y bajo tales condiciones, que el producto debe estar 

libre de contaminación por microorganismos viables. Loe produc-

toe paranteral.es deben estar siempre protegidos de contaminacio

nes partiCtllares y 111Bteriales pirog&nicos. 
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loa procesos estériles requieren que todos los elementos ~ 

del producto, incluyendo componentes estériles, equipo de manu~ 

facture y acondicionamiento, condiciones ambientales y personal 

que lo elabore, deben ser adecuadamente controle.des pare asegurar 

au esterilidad durante todo el tiempo del proceso.- (Se.recomiea 

de hacer pruebes de reto el sistema), 

Por lo tanto, ei lea &lenas Prácticas de Manufactura sugie

ren que lee condiciones que prevalezcan durante le misma no de~ 

ben fomentar la proliferación microbiana, entónoee requiere eva

luar la carga de microorganismos en varios sitios por medio de -

un Monitoreo Microbiológico (14). Esto es, la función de los mo

nitoreos microbiológicos consiste en medir el grado de eficien~ 

cia de loe Controles en Proceso para determinar la carga micro~ 

biana que emane de las Fuentes de Contaminación predominantes en 

el Sistema (aire, agua, vapor, contenedores primarios del produs 

to, equipo, materias primas, personal, etc.); además para evaluar 

procedimientos de limpieza de planta suficientes que sirven como 

índice de niveles de sanitización departamental; para establecer 

sobre eetae baeee loe resultados de un proyecto que en funciona

miento reducirá fallas en la calidad. 

Un programa de monitoreo debe establecer el perfil microbi~ 

lógico (a baae de registros) de cada mttsstreo incluido en el mi~ 

mo. Las causas que pueden afectar a estos perfiles son1 arrancar 

un nuevo proceso, modificar un prooeso existente, nuevos compo~ 

nantes, un cambio en el procedimiento, la instalación de un nue

vo equipo, diferencias significativas en los resultados de lee -

pruebes microbiológicas, facilitar la revisión, reanudación de -

operaciones suependidee por elgane causa no inherente al proceso 

(falla mecánica o energía eléctrica), cambios de personal, etc. 

loe perfiles microbiológicos o biocarga se usan para esta--
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blecer loe requerimientos mínimos de calor y tiempo, distribu

ción, penetración etc. en la validación de loe procesos de eet_! 

rilización. 

Cada laboratorio !armac&utico debe recoger datos pare eet~ 

blecer line&Jllientoe internos que puedan ser ueadoe como soporte 

de loe plBlles en acción, en reet>Ueeta a loe reeul.tadoe de lee -

pruebas. Loe planee pueden involuorar requerimientos adioiona1ee 

de operaciones de limpieza, Dllleetreo y ensayos. Pueden Tariar, 

por lo mismo, de un sitio a otro, lo que indica que la frecuen

cia del monitoreo ee ajusta a la historia de oada uno de ellos. 

Deben estar por escrito y del conocimiento del personal, tanto 

de manufactura así como también de Control de Calidad. Los re

eultados de lBB pruebas deben ser revisados por el Departamento 

de Producción. Cuando se requiera acción correctiva, ésta debe 

ser formulada para diemilltlir el rieego de pérdida de un lote. 

3.2.- EL HOE!RE COMO PUENTE DE CO!f'l'AMINACION. 

El ser humano euministra laB condiciones de vida eug9lléei

cae para una gran mu.ltitu.d de lllicroorganiemos. 

Lile posibles contaminaciones que emanan del hombre provie

nen en eu 11113'or parte del pelo, oído, nariz, garganta, manos (h,! 

ridae) y tracto inteetina1. 

Las rutaa de transferencia eon1 

Vía cabello (pelo). 

- Vía aire.- Durante el habla, toser, etc. 

- Vía el polvo.- Kioroorganiemoe o partículas de 
de polvo transportados durante el 1112, 
vimiento. 

- Transferencia directa de microorganismos. 
O transporte mecánico propiciado por 
el Personal que labora en lee Areae 

20 



Ae6ptioas al no observar loe regla
mentos de lae Buenas Prácticas de -
Manuf ectura por ignorancia, negli~ 
gencia o indiferencia, etc. 

Una 1'uente potencial de peligro que emana del hombre son -

microorganismos portadores y eliminadores crónicos, que ee re-

flejan con un marcado incremento de infecciones en el personal, 

detectadas por el servicio m6dico a base de exámenes bacteriol~ 

gicoe de heces, o bien ei ea el caso de portadores externos sea~ 

laremoe como un ejemplo de 1'uentee infecciosas le menstruación 

típica del personal femenino. Por otra parte, algunas firmas fa:: 

mac6uticas han reportado caaoe de enteritis causada por ealmon~ 

la identificando: S. heidelberg, s. tiphimuriwn, s. london, ate. 

y recomiendan el uso de una Prueba de Inmunofluoreecencia pera 

portadores externos de la ealmonella fecal. Se basa en la reac

ción directa entre loe anticuerpos marcados con FITO (Isocis.na

to de fluorescaina) y loe antígenos somáticos y flagelar de la 

salmonella. Una ventaja de eete m6todo (que tiene buen reconoci 

miento por la P.D.1.) ee la exclusión rápida de casos negativos. 

Loe hallazgos positivos necesitarán ser examinados poeteriormea 

te siguiendo las reglas de la bacteriología convencional, exh~ 

tivae investigaciones hablan en favor de este procedimiento, 

(15) (16) (17). 

La constante preocupación del farmac6utico por mantener en 

alto la calidad microbiológica de BUS productos y ante la aueen 

oia de una pauta o directriz que evalde BUS controles para lle

gar a un óptimo, ha hecho que 6ete conjunte una serie de obser

vaciones particulares y las extrapole en la práctica a estánda

res pera hospitales, por ejemplo, donde la mano o guantes, den

tro de un area as6ptica no deben moetrar más de O a 2 colonillB 

por dedo. Tambián es aplicable el M6todo de Lingnau (16) que SJ! 
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giere lavar ambas manos en solución salina estéril y determinar 

aubsecuentemente la carga microbiana por el .. ~todo de Piltración 

par Xembrana tomando un máximo de 50 microorganis:nos, por ambas 

manos, como valor limite relativo, 

Desarrolla técnica lógicas que demuestren la contaminación; 

tal es el ca.so de la placa Rodee oera peque~as suoerficies (como 

hüellae dactilares o digitales, zapatos, etc,) y el M'todo de~ 

cUltivo de Contacto Agarflex del Profr. !Cana oara grandes super

ficies de pared cuando son restregadas con escobillones o espon

jas limpias, 

Muchas de las posibles contaminaciones provenientes del ho~ 

bre eon producto de observaciones sistemáticas de eventoe aiela

doe comos desgaste de cofias, protección de boca, guantes, fre~ 

cuentes cambios de ropa, areas de vestido, sistemas de limpieza 

adecuados, etc. (19). 

Llevar controles Microbiológicos a intervalos considerables 

para mantener la higiene personal, reglamentar sobre técnicas de 

vestido y trabajos asá 0ticos para confirmar loe sucesos de estas 

evaluaciones de planta y codificar el áxito de los monitoreos. 

Como un ejemplo ilustrativo de estos trabajos ae~pticos te

nemos el monitoreo del lavado de las manoe. 

Desde el punto de vista como i\lente de contaminación, son -

portadoras de microorganismos residentes y en otros casos poten

ciales acarreadores de contaminantes. Por lo tanto requieren de 

labores aprooiadas de deeinf ecci6n que escencialmente se sinteti 

zan en 3 etap!Ull 

a),- Lavado preliminar de les manos con agua corriente pare 

disminuir carga bacteriana ce.racterizada por staphylococcue de -

baja pirogenicidad. 
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cocus de baja pirogenicidad, 

b),- Elección adecuada del antiséotico que remueva aquellos 

microorganismos restantes y difíciles de eliminar mediante el -

lavado simple. Aei como un adecuado control y permanencia del -

mismo. 

c).- Evaluación del procedi~iento, Involucra loe siguien~ 

tes paeoe1 

l.- Restregarse ambas manos durante l min. exponi,ndolas -

al chorro de agua. 

2.- Utilice un cepillo y jab6n liquido para lavarse ambas 

manos. Tómese l min para cada una, Enseguida enjuague durante -

5 min, con Agua Estéril, recolectando el enjullBUe en un recipie.e, 

te también estéril, 

3.- Sumerja las manos a un recipiente que contenga Agua ª! 

téril y restréguelas durante l min. sin utilizar jabón. 

4.- Repita el paso #2. 

5.- Ahora nuevamente sumerja las manos en un recipiente ~ 

que contenga•••••• (ejecute el paso #3). 

6,- Utilice un cepillo y jabón ,,,, (paso #2). 

7.- Swr.erja las manos a un recipiente ... (paso IJ3). 

B.- Utilice un cepillo y jabón ,,,, (paso #2). 

9.- Sumerja las manos a un recipiente (paso IJ3), 

10,- Cu.ani;i.fique la carga microbiana depositada en cada re

cipiente de enjaague identificado previamente en loe pasos 2, 3, 

5 1 7 y 9, Bato lo consigue aplicando el M'todo de cuenta Total 

de Microorganismos, haciendo 5 diluciones de oada muestra e in2 

culando l, 2 y 4 ml. en placas de agar, 

La optimización de esta técnica se hará dependiendo del ~ 

aná.l.ieis de loe resultados que precisará los cambios que se le 

le deban hacer con el propósito de adecuarla a las necesidades 
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específicas de cada area de trabajo, reflejándose 4etos en loe -

ciclos o tiempo de laTado necesarios para garantizar una asepsia 

adeouada de las manos. 

3,3,- BL AJIBIEMTB COMO CAUSA DB CONTAJIINACION, 

Existen diTereae causas o forma.e de dietribuci6n de contam! 

naci6n. De las más co111W1ee 1 

- Inherentes al aire y transmisi6n directa de microorganis

mos que surgen del hombre. 

Contaminaci6n de microorganienios por defectos de 4iaeño 

del area, acabados, construcci6n, localizaci6n y operación, 

- •1croorganismos inherentes al aire di!undidos a trav6e 

del aire acondioionado, di!usoree, etc, 

- Plujos innecesarios de proceso. 

Bl segui•iento de astas rutas de dieeminaci6n se e!ectda -

por medio de Controles de Limpieza de Areae de ~abajo caya fi?l! 

lidad consiste en1 

a),- Detección de microorganismos sedimentados sobre la eu

per!icie de coaponentes de equipo, 

b).- Detección de &icroorganiemos euspendido•, loe cuales -

están en parte en condición libre y parte, ligados a partículas 

de polvo •obre gotitas de agua, 

La determinación de superficies contaminadas es anál.oga a -

la t6cnica del isopo, algodón o raspado; salvo que en este caso 

lae placas reciben aditivos inactivadores contra el desinfectan

te usado, 

Loe re8Ultados de la cuenta y deteriainaoión del tipo de mi

croorganismos proveen una valiosa informaci6n del personal bajo 
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exposioión y la higiene del sraa (por ejemplo, en !unción del -

tiempo - para instalación, servicio, equipo, personal y proced!, 

mientes), 

El resultado deseado depende de la importBncia del sitio -

probado, Según Kanz, en su reporte "Aseptic in der Chirurgic•, 

UrbBn Und Schwareenberg, •unich, Viena, 1971, el piso deberá e~ 

hibir no más de 7 microorganismos por Placa Rodee (correepondiea 

do a poco más o menos 25 cm, 2 = 4 pul.g, 2), 

Loe m6todos usados para detectar partículas en el aire ti.!, 

ne sólido fundamento probado; están basados en la sedimentaoi6n, 

filtración y aplicación por rodamiento o aplicación por rociado, 

La '1nica diferencia, con respecto al conteo de partículas vivas, 

es que en la cuenta de microorganismos en el aire se incluye m.!. 

dio nutritivo en el procedimiento, No hay diferencia oignifica

tiva entre ambos procedimientos; biol6gicos y físicos. Su alec

oi6n va a depender del enfoque que presente al Monitoreo •icro

biol6gico General que contempla aspectos bien específicos de se! 

vicios. Ejemplos& difusores para presurizar el área, y/o caract! 

ríeticas de clasificación de áreas, aire laminar en senas de 11.!, 

nado, sistemas de filtración da equipo (horno, autoclave, máqu!, 

nas llenadorae, etc.), medio ambiente antes, durante y en el P?'2 

ceso de manufactura, ato. 

Inexplicablemente cuentas altas de microorganismos en al -

aire, fuera da límites de alerta previamente establecidos (est~ 

díeticamente de acuerdo al área en que se detecte) requieren ~ 

.que la investigación bacteriológica sea extendida al aira acon

dicionado de la planta, Esta situación demuestra 3 fuentes de -

contaminaci6n pricipalmente reeponsabless 

a).- Posible crecimiento microbiano durante el enfriamien

to del aire en la aleta de condensación. 
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b),- Alta cuenta de microorganismos Pat6genoe como Peeudo

mona aeruginosa y Klebeiellae en los tanques bumidificadores -

del sistema especial de recirculaci6n. 

e),- La sección del dueto entre el último filtro (filtro -

principal) y la salida del aire. 

Se ha encontrado que los microorganismos ee multiplican r! 

pidemente en forma particular en loe humidificadores tipo roci~ 

dores (spray) de la recirculaci6n des"DUée de le renovación uni

forme del Q8U2., 

3,4,- I.OS INGREDIENTES ACTIVOS, EXCIPIENTES Y MATERIALES COMO -
CAUSAS DE CONTA!HNACIOll, 

Una fuente p0tencial de peligro son indiscutiblemente loe 

ingredientes activos y excipientes, Estudios reportan que pred2 

minentemente loe productos naturales (20) (coU>O por ejemplos BU!!, 

tancies de plantas, animales, microbiológicas o de origen mine

ral y tintes, éetos últimos en virtUd de su particular afinidad 

por les células bacterianas) son portadores de contaminantes en 

un alto grado, 

Sin embargo, elegir tal o cual clesificeci6n sería rieego

so y poco ilustrativo al excluir le Materia Prime Universal en 

todo proceso de manufacture de un inyectable. Tal es el ceso -

del AGUA como "elixir" de le vide pare muy diferentes microorgJ! 

nieU>Oe. Diversos análisis del comportamiento de bacterias en -

Ague Desmineraliza.de, presencie de bongos, levaduras y bacterias 

(por separado) en Ague Bidestilede, reflejarán BU importancia y 

contribución e la calidad pirogénice del producto finalmente m~ 

nufecturado. 

Así encontramos que los microorganiamos Grem-negativo del 

Agua agrupados en lR especie Acromabacter tienen une concentra_ 
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ci6n límite de pirógenoe entre 104 y 105 microorganismos por m¡ 

lilitro de acuerdo a e~0erimentos controlados con la Prueba de 

Limulus, En presencia de ellos, una muestra de Agua canta.minada 

inicialmente con 102 microorganiemoe/ml. nos eleva la pirogeni

cidad dedpuás de uno o más días almacenada a temperatura !llTlbiea 

te. Reto puede reoreeentar una pauta a seguir en la correlaci6n 

contra el Plan de la F.D.A. para parenteralee que requiere, que 

el aeua usada para uianufactura debe ser substituida deepuás de 

24 Hre. de colectada y mantenida en condiciones adecue.das de al 

macenamiento, si no ee posible a eoºc. 
Esto noe haca pensar en la implantaoi6n de un Control Bio

l6gico regulador, validado Y. monitoreado en forma rutinaria, p~ 

ra conocer el riesgo en proceso de Agua, por microorganismos vi 

vos y sue productos de descomposición. 

Por ejemplo, para "Agua Inyectable" loe Controles en el -

Proceso se e~ienden a1 cuenta de Nicroorganismoe, ldentifica-

c16n de Contaminantes y, la Prueba de Limulue, Puesto que son -

precisamente típicos loe microorganismos en aguas pirogánicas, 

éstos son funda.mentalmente abarcados por la Prueba de Lil!IUlue. 

La Prueba Farmacopeica de la U,S.P, (21) "!)Uede estar eubstanc181 

mente fuera de consideraci6n para loe Controles en Proceso. La 

P.D.A. sugiere emplear métodos alternos a la Prueba del Conejo 

para esta finalidad, simplemente comprobando y estipulando que 

son métodos precisos y sensibles. Así podremos decir, según in

formes bibliográficos, que la sensibilidad comparativa ee1 Pru~ 

ba de Conejo • De l a 10 picogr!llTloe de endotoxina, mientras que 

la Prueba de Limulue reporta de 0.05 a O.l picogramoa de endot~ 

xina. 

El Estándar de Calidad para lee diferentes claeificaoionee 

del Agua está determinado por el uso destinado, Raz6n por la 



que en el caso de Agua Purificada, la cuenta e Identificación -

de Microorganismos se utilizan como criterio, Así la F.D.A, tlll

blica oro'POeiciones en eus reglamentos que contemplan los lími

tes para productos inyectables de gran volumen an el Control de 

Calidad microbiológico (22), 

Bn el siguiente esquema se encuentra el Estándar de Calidad 

propuesto por la F.D.A. para "Agua de Ini'ueión"s 

Uso destinado: 

Lavado y enjuagado inicial 
de contenedores de producto, 
contenedores primarios, 
equipo, etc. 

Para manufactura o enjuague 
final, 

Para enfriar el producto 
deepu~e de esterilizar. 

Límite de calidad 
microbiológico 

propuesto oor 100 ml. 

Menor o igual a 50 mior~ 
organismos en 3 muestras 
consecutivas de 250 ml, 

~enor o igual a 10 micro 
organismos en 3 muestre.8 
consecutivas de 250 ml. 

Menor o igual a 1 micro
organismo en 3 muestras 
consecutivas de 1 1 000 ml. 
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3.5.- TRAT~V.IENTGS PARA PUR~FICAR EL AGUA, 

Si el reactivo L.A.L. es más sensible que el conejo, es P2. 

sible valorar soluciones que contengan concentraciones de endo

toxinae inferiores al nivel pirogénico, con él se detecta la 

presencia de endotoxinRs y posteriormente se eliminan, antes de 

que alcancen altos niveles oirogénicoa que van desde l!láe de 

l,000 nanogremoe/mililitro (10,000 Unidades de Endotoxine/mili

litro) a menos del nanogramo. (10 U.E.). En la práctica ee ha 

encontrado en depósitos de abastecimiento de ~a (cisternaa), 

más sin embargo y aunque en forma temporal el más bajo 1 menos 

variado nivel se ha detectado en sistemas abastecidos por pozos 

o manantiales. Esto indica que el Agua Potable requiere de un -

tratamiento previo, lle.mado CLORINACION, para remover pequeHae 

cantidRdee de endotoxinRs que permanecen en loe sistemas de agua, 

despu6s de que las bacterias que las producen han sido muertas 

(23). 

Otro pretratamiento máe frecuentemente uesdo en loa siste

mas de purificación de agua conaiete en SUAV!ZACION. Laa aguas 

suavizadas son bajas en carga bacteriana y por consiguiente de 

endotoxina. A causa del suavizamiento no se remueve cloro del 

agua de alimentación; y el crecimiento bacteriano ae mantiene -

en observación. La al~a concentración da salee inhibe el dese-

rollo bacteriano y mata en forma extensiva (lisie osmótica) ba~ 

teriae que pueden entrar al sistema. El inconveniente de este -

procedimiento estriba en que algunas veces causa eaplllll.a en el 

destilador permitiendo que se cuelen en ella endotoxinaa, como 

medio de traQeporte. 

PILTROS DE CARBON.- Utiles para remover cloro del Agua de 

alimentación. 

SISTE:dAS DE INTERCAMBIO IONICO. O comunmente llamados dai~ 
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nizadores, eliminan salee inorgánicas por efecto electrostático. 
(24) 

Batos dos últimos recursos pUeden convertirse en "Factores 

pirogtlnicos" y causar carga bacteriana tan severa que las endo

toxinas son trans~rte.das hata el Agua como producto final. Pa

ra remover estas substancias del agua, disminuirlas o eliminar

las, como tales o como parte integral de los sistemas para sur

tir agua con un grado de p11reza de conformidad a especificacio

nes farmacopeicas, existen métodos como1 

DESTILACION.- Un condensador recibe exclusivamente vapor -

sobrece.lentado de agua. Impide que grandes gotas de agua acarren 

substancias pirogenéticaa. 

OSMOSIS INVERSA.- En este caso, la endotoxin.a es excluida 

a causa de su tamaffo. Generalmente son agregados con peso mole

cular de l,ooo. Aunque también se pueden enoontrar sin agregar 

en forma de discretas unidades activas de lipopolisacáridos con 

peso molecular aproximado a 10,000. En este sistema facilmente 

se reanieven estas moléculas relativamente grandes, etc. 

3.6.- PROCEDill!IE!l'fO PROPUESTO DE VALIDACION PARA UN PROCESO DE 
ABASTECIMIENTO DE AGUA GRADO Il'IYECTABLE. 

Su finalidad, en eecencia, consiste en1 Asegurar que las -

endotoxinae están en Terdad ausentes del Agua. Un método de va

lidación contempla aspectos 1DJ:1 importantes como: determinaci6n 

total de microorganismos viables, partículas no viables de mat! 

riales y substancias oxidables. 

Be 111111' posible que la presencia de endotoxinae se correla

cione con la existencia de eetae substancias pUeeto que, como -

se ha estipulado .. anteriormente, las fuentes contaminantes pro

vienen de bacterias viables Gram-negativo y la naturaleza de 

las endotoxinae ocurrentes naturalmente son ambas partículas y 

orgmi1cos. 
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Una secuencia típica, a seguir, para validar el contenido -

de endotoxinas sería la eiguiente1 

1.- El Sistema es instalado y posteriormente se completan 

chequeos funcionales y mecánicos. 

2.- Se selecciona e identifica la localizaci6n de loe mues

treos por medio de un die.grama auxiliar. Incluye localizaciones 

de los desagües !ijos, loe contenedores de almacenaje, dHagües·· 

de uso, y puntos e lo largo de la línea de dietribuci6n loe cue

les presumiblemente puedan convertirse en fuentes de contamina~ 

ci6n lpor ejemplo desg(les para drenar, mintos bajos con llaves -

de acceso y puntos muertos). 

3.- Bl 1111sstreo se efectúa de acuerdo a un itinerario fijo 

y debe conducirse por un período de tiempo que el Sistema deter

mine después de haber pasado a través de algunos ciclos acordes 

al uso típico. 

4.- Hacer el muestreo de tal fonna que se prevenga la cont~ 

minaci6n externa de la muestra. Es recomendable deepirogenizar -

los desagües a base de calentamiento con sopletes manuales de ~ 

gas. Si esto no es posible por ubicaci6n de la toma o por situa

ciones de planta, ent6ncee limpiaremos la superficie con un age~ 

te desinfectante teniendo cuidado de enjuagar cuidadosamente con 

agua destilada libre de pir6genos, Con ello no solo removeremos 

pir6genos sino de paso también aqUellos residuos ..uperficialee -

de substancias que puedan afectar la Prueba L.A.L. (25) 

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

del muestreo, utilizando pequeñas cantidades. 

6.- Es importante además recolectar muestra en forma simi~ 

lar pero sin enjuagar, para tener une ideal del grado de endoto

xina estructural que amenaza perturbar otros puntos del sistema. 
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7.- Los colectores de muestras oueden ser de vidrio o plá! 

tico, Si se usan de vidrio, deben ser de boca ancha y estar cu

biertos con papel aluminio al despirogenizarloe a 180 grados C, 

por lo menoe 3 Hrs,, 6 250°c. por un mínimo 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 mínimo de 3 ciclos lavado-despirogenizado 8!! 

tes de usarlo. 

8.- Prueba cada muestra por duplicado, Para la validaci6n 

es usualmente suficiente tener unos Límites de Ensayo, pero sí 

es importe.nte considerar que éstos sean un poco inferiores a los 

establecidos para el producto final. Esto es, si el oroducto f! 

nal debe ser Agua Estéril para Inyecci6n con u.~ Límite de 0,1 -

Unidades de Endotoxina/mililitro, ent6nces el límite para la ~ 

lidaci6n debe establecerse a 0,05 U.E./ml. Otra forma de esta~ 

blecer los límites de trabajo consiste en primero evaluar la C! 

lidad del sistema por el procedimiento de gel-no gel como una -

forma semicuantitativa o bien elegir otra metodología L,A,L, P! 

ra luego fijar sus condiciones. 

Este desglose de prácticas o procedimientos para una Vali

daci6n, quizae corto para lee condiciones de algu.noe Laborato-

rios Farmacéuticos o demasiado severos para otros, al fin nrot~ 

tipo, demuestra !!.,base de registros y e.nál.isis estadísticos de -

loe fen6menoe observados, si el Sistema está validado, Condición 

que será cumplida si no se encuentran endotoxinaa detectables, 

o si la endotoxina encontrada ea inferior al Límite establecido 

para el producto final de tal manera que oroveea un margen de -

seguridad adecuado, 
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3. 7 .- ros PROCESOS DE ?~ANUFACTURA COMO CAUSAS DE CO!ITA.\!INACION. 

Loe controles en proceso, de le manufacture, sirven en P"!: 

te pare determinar en for11e directa fuentes potenciales de con

taminación. Ejemplos de JX>Siblee fuentes son: gasee suministra

dos (teles como aire comprimido, nitrogeno, etc,) e tanques de 

filtración y llenado, equipo liofilizador, máquinas llenedores, 

ecceeorioe, etc, 

Generalizando, le ooereción de filtración se apoye en el -

uso de Nitrógeno y/o ges inerte como elemento de presurizeción 

y es monitoreedo microbiológicamente muy de cerca ye que detec

ciones reoetitivee de microorganismos así lo indican y demuee-

tran que normalmente se han encontrado bastoncillos gram-poeiti 

vos con formación de esporas resistentes e Boºc, por 10 min, y 

requiriendo de 12 e 14 días a 37ºc. pare crecer. 

Esto nos hace pensar en preparar un programe de muestreo -

rutinario de los Sistemas de Filtrsción con metodología adecua

da, que contemple la utilización de un líquido contaminado lig.!!. 

ramente y una subsecuente Prueba de Esterilidad pare medio fil

trado y membrana utilizada, Por aíl.edidura se recomienda la Pru.!!, 

ba de Burbuja para verificar la integridad de le membrana, al -

principio y al final del proceso (27). 

La literatura recomiende Pseudomona diminuta o Serretie -

merceneos, éste Última pare filtros de 0,45 micras, como Control 

Microbiológico de microorganismos para probar el poder de rete~ 

ción de loa filtros (26), Por razones de seguridad algunas PI'll.!!. 

bes son preparadas fuere del Ares de Producción. 

Une parte substancial de loe Controles en Proceso consiste 

en el chequeo funcional de las t6cnicas pera reducir la carga -

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

CONTROLANDO TECNICAS FISICAS. 

P A R A H E T R O 

TIEMPO X X X 

TEMPERATURA X X X 

PRES ION X X 

AIRE RESIDUAL X 

CONCENTRACION DE GAS X 

HUMEDAD X 

CONTROLANDO TECNICAS BIOLOGICAS 

PROCEDIMIENTO 

VAPOR 

CALOR SECO 

RADIACION DE OZONO 

HlCROORGANISllO INDICADOR 

BACILLUS STEAROTHERHOPHILUS 
(ATCC 7953) 

BACILLUS SUBTILIS VAR. NIGER (GLOBIGII) 
(ATCC 9372) 

BACILLUS PUHILUS 
(ATCC 27142) 



CONTROLANDO TECNLCAS QUIMICAS 

M E T O D O 

PUNTO DE FUSION 

TERMOMETRO DE MAXIMA 

COLORES DE MEDLGION DE TEMPERATURA 

PUNTO DE FUSION RETARDADO 

AMARlLLENTADO DE PAPEL Y CELULOSA 

REACCIONES QUlMICAS 

CAMBIOS DE COLOR ANTE LA ACCION DE 
LA HUMEDAD Y EL CALOR 

CAlilllOS DE COLOR ANTE LA ACClON -
DEL GAS 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X X 

HUMEDAD OXIDO 
DE 

ETlLENO 

FUNDAMENTO 

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

IRREVERSIBLES CAMBIOS DE COLOR 
POR DESCOMPOSICION O CONVER-
SlON DE SUBSTA.~CIAS 

TUBOS PARA PUNTO DE FUSION DE 
DOBLE CHAQUETA 

HIDROLISIS DE SOLUCIONES ACUO 
SAS DE ESTERES QUE INDICAN -= 
CONTROL DE TEMPERATURA Y MEZ
CLADO. 

COMPLEJA ADICION DE AGUA AL -
CLORURO DE CROMO. 

REACCION ENTRE EL OXIDO DE -
ETILENO Y UNA SUBSTANCIA INDI 
CADORA. -



Loe reeultados obtenidos modifican aumentando o dieminuyeu 

do los controles en proceso¡ nos permitirán variar loe interva

los de asepsia o esterilización de viales y frescos ámpule depeu 

diendo de loe requerimientos¡ reflejarán no sólo la realidad de 

los sietemas de filtración en uso, sino más allá, condiciones -

de ropa de manufactura, operaciones de llenado incluyendo reci

pientes y oontenedorea finsJ.ee, Indicarán la calidad microbiol~ 

gica del producto i?llllediataroente antes de ser llenado, serán un 

control del llenado y proceso de sellado incluyendo material de 

empaque primario, por medio de soluciones nutritivas est&riles, 

3,8,- CONTROLES EN PROCESO Y TECNICAS DE EVALUACION, 

Las necesidades internas de cada área de trabajo contempl~ 

dae en un proyecto de evaluación microbiol6FiCa o monitoreo, h~ 

cen que &ate sea específico y único dadas las características -

idiosincráticae de ubicación, clima, tipo de laboree deeBXroll~ 

das en él, etc.; por lo cual anotaremos sugerencia.a que descri

ban procedimientos de prueba y breves bosquejos que generen un 

programa tipo para determinar la carga microbiana en loe proce

sos ambientales al mBn11facturar un producto eet6ril. Estos pro

cedimientos se apoyan en loa eiguientea Métodos, listados en o~ 

dan alfabético, tomando como limites de enea.yo loe estipulados 

en la ?armscopea de loe Estados Unidos, 

Determinaci6n del Punto de Burbuja. Es una prueba no dee-

truotiva para eonfirmar la integridad de filtros-membrana. El -

medio filtrante (membrana) es mojada con el líquido por filtrar, 

la presión del gas es ligeramente incrementada hasta que apare

ce una serie de burbujas por el extremo final de una manguera -

unida ~reviamente a la parte inferior del sistema filtrante y -

eumergida en un recipiente con agua, La presión a la que apare-
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cen las primeras burbujas se registra como el Punto de a.trbuja 

y se relacione con la longitud del poro de le membrana filtran

te (27). 3s característico pare cede solución y/o sistema fil~ 

trante. 

~.- La prueba con dioftilftalato es ussds para determ! 

na.r la eficiencia relativa de filtros HEPA, Dioftilftalato es -

una substancia química seca que puede ser aerosolizsda cara un! 

fonnar tame.l'lo de cartícula a o. 3 micras de diámetro. Cuando es 

forzada bajo presión contra la corriente del aire de salida de 

un filtro absoluto, se pueden detectar los orificios indeseables 

usando un detector fotométrico. 

La Prueba de Fermentación de Lactosa se usa cara eviden

ciar en forma presuntiva la oresencia de Eecherichia coli u 

otras enterobacterias gram-negativas en muestra de Agua. De ob

tener resultados cositivoa, la prueba debe ser confirmada y co.!!! 

cletada con otros ensayos determinativos, 

La Prueba del Número Más Probables comun.mente conocida co

mo la Prueba de Dilución Múl.tiple en tubo, se usa para cuantifi 

car bacterias en muestras. Se preparan series de tubos conténie~ 

do 9 ó 90 mililitros de medio de cultivo líquido esté~l (por -

ejemplo, medio de cultivo de caseína soya), y el primer tubo ee 

inocula con l ml., 10 ml,, l g, 6 10 g, de muestra, Cada tubo de 

la serie recibe l ml. del tubo anterior cor medio de una pipeta 

estéril, El tubo final de la serie exhibe crecimiento que enum~ 

ra el número más probable de bacterias en la muestra original, 

Método Directo.- Usado s6lo cara muestras de Agua donde le 

cuenta microbiana total es tan alta que las cuentas de colonias 

cueden hacerse usando le técnica de filtración por memcrann, 

La técnica de Vaciado en Place 6, Cuenta Total de Microor-
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ga,,ismos Aerobios, implica diluir 10 ml, o diluir 10 g, de la -

1111estra en 90 ml, de diluente estéril y pipetear una cantidad -

en cajas Petri de 100 x 20 l!ll!l. El medio de cultivo a 5o
0
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 i,!l 

cuba invirtiéndola hacia arriba nor 72 Hrs. o más, Las bacterias 

se cuentan auxiliándose con una fuente de luz (Cuenta Colonias), 

La Prueba Rodee se prepara con placas Rodac que son cajas 

Petri especialmente modificadas conteniendo medio de cultivo e~ 

lido cuya superficie convexa se extiende arriba de las paredes 

de la base del plato, La base es generalmente gravada con un m! 

llage del mm, 2 que es visible a través del medio. La superfi~ 
cie del agar es nresionada suavemente contra la superficie a -

evaluar y la tapa ea recogida, Se determina el número de micro

organismos por unidad de area después de ser incubada. Permiten 

eYaluar las operaciones de limpieza y sanitización de Areas AséE 

tices, Con ello se establece un Control Microbiológico que indi 

ca1 

a),- l"recuencia de período de limpieza y sanitización. 

b),- Registro de los re3ultados obtenidos al aplicar el r~ 

curso de reevaluación de Areas, Necesario cuando se sospecha ~ 

que ~eta no reune las condiciones de trabajo por modificaciones 

imprevistas, inyección de aire interrumnido, fallas en la ener

gía eléctrica, etc. Este recurso es ~til para, además, recono-

cer el grado de limoieza que guardaba cierta area de trabajo ~ 

tes de eer sanitizada, 

Se deben exponer un número determinado de placas dependie.!l 

do del tama.~o del cuarto, equipo, mueblee y número de personas 
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involucradas en las oneraciones de rutina, 

Los límites de alerta se establecen despu~s de 6 evaluaci~ 

nee, Si algún resultado sobrepasa el límite de alerta estableci 

do se deberá tomar la acción correctiva necesaria, 

La Prueba de Exnosición de Placas se prepara con cajas Pe

tri de lOO x 20 mm. que contienen agar digerido de caseina-soya 

u otro medio adecuado, Se establece la localización de los pun

tos de muestreo por medio de un diagrruna, aei como la frecuen-

cia con que se van a exponer. La.e placas deben limniaree en su 

superficie externa con una solución desinfectante (por ejemplo 

Isopropanol a1 70~) y son colocadas con la tapa removida, en el 

lugar indicado, Loe microorganismos aerobios son recolectados -

al azar sobre la sunerficie del agar durante un neriodo de tie~ 

po discreto prncurando hacer el muestreo cuando se observe ma-

yor actividad dentro del area, Loa contaminantes se cuantifican 

des!>UéB de la incubación (28). 

Como resultado de esta operación, estaremos controlando la 

calidad del aire inyectado y por consecuencia, la integridad de 

los filtros HEPA y la eficiencia del sistema. 

La Recolecci6n de Partículas Viables en muestreos de aire 

comprimido o muestreos sobre agar se realiza en placas de vidrio 

de 150 mm. de diámetro por 25 mm. de altura conteniendo agar -

TGE (Extracto de glucosa y tripticaseina) bajo rotación circul.er, 

en la~que incide una rendija que drena aire a una velocidad va

riable mayor de 28 Lts,/min. Ajustando la velocidad de rotaci6n 

del plato y el volumen de aire muestreado, de acuerdo a lee con 

diciones ambientales esperadas, se establece la relaci6n conta

minación/tiempo, Loe limites de alerte, en este caso, son de 

0,1 microorganismos nor nie cúbico de aire. Así pera 30 min. 
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correspondería 3 microorganismos por cede 30 pies clibidoe de -

aire, 

Kl muestresdor de aire comprimido no ea puede eeterilizar; 

sólo ee eanitiza con alcohol ieopropílico filtrado u otro agen

te desinfectante no corrosivo. 

La Pruebe de Esterilidad ee use pare determinar contamina

ciones con microorganismos en productos que pretender ser esté

riles, Se disponen de 2 mátodoe, :Bn el Mátodo Directo el medio 

de cultivo estéril recibe le muestre in6culo directamente, Kl. -

Mátodo oor Piltrsci6n implica pesar le 11111eetra a través de una 

membrana previamente esterilizada donde ee retiene el contami-

nante, Inmediatamente despuás, ésta es incube.de en un medio nu

tritivo adecuado (29). 

El muestreo de superficies discretas, oor medio del •átodo 

de Raspado •swsbbinp;", ea realiza con pequeffos palillos sopor-

tando algodón en unos de los extremos, totalmente estériles, 

Otiles en squellse areaa difíciles de alcanzar por su localiza

ci6n. Loe cotonetee son colocados en tubos con medio de cultivo 

líquido u otro; final.mente •• hace une determinación microbiana. 

La Prueba del Llenado de Viales o Llenado con medio (30) -

se usa para retar y validar la efectivid!!.d de loe prooedimien-

tos de eeterilizsoi6n, equipo de llenado y eistemse de produc-

ci6n en general, Se pesa medio do cultivo líquido eetáril a tr~ 

vás del equipo que se use en el enTBesdo de graneles (productos) 

estériles, y se dosifican loe viales, previamente tratados bajo 

condiciones y volumen que estipula el proceso de manufactura. -

Los viales llenos y asépticaaente eellsdoe son incubados e tem

peratura, e inspeccionados pare detectar crecimiento microbiano, 

Kn la Tabla siguiente ee sugiere un Programe pare Monitoresr la 

Calidad Microbiológica de Productos Estériles. 
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Paredee y pl.sost 

A.rea d:e Pnle'bu de Eeterill.dad 
A.reaa Contrala.d"a.a 
u.a.a Cr!t:ieas 

41re hltrudo {ttEPA)a 

Areae Controladas 
J.rn.e C'r! t l. co.s 
J.raa de PTueba.3 de í:nterllldud _,_,_ 
ll.ater1a.n Pl'"i.»s 

Grane lee 

?.qu:-,o cie Producc1dn: 

!'anquee 
ltl:\neUel"U.5 
EqUJ.po de llerw.do 

A1re coa:pr1ia1do 

A&\lu. pot.a.ble 

AgU.a dnonu.ada 

A&Ua de:ritlla.da 

• .. 
• 

Plltroe Abziolutoe (Hl:P4) 

Producto Termint<do • • • 

Tabla tf .- Esbozo de un Prograrea nara Monitorear la Cali
dad h!icrobiol6gica de Productos Estériles, La factibi,lidad 
de su aplicación denenderá de las condiciones que nrevalez 
can en, particular. . · -
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4,1,- PARTE BXPBRDIBllTAL Y RESULTADOS 
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4.1.1.- ESTA3LEcrnn:1TO !JE LA PRUEBA DE PIROGENOS I;l-V!TRO 
L.A.L. EN PROCESO Y SERVICIOS AUXILIARES. 

INFOfl.lt~CION TECIIICA 

BIO-ENSAYO Y 
PA.'iALELIS!,'.O 

!IETODOIOGIA: 

APLICACION DE 
PROCEDIMIE!ITOS 
ESPECIFICOS PA 
RA LA PRUEBA : 
L.A.L. DURANTE 
LA CU . .iJfTH'ICA~ 
CION DE ENDOTO 
XINAS EN: -

+ CARACTERIZACION DE U!IA ENDOTOXINA ESTANDAR, 

+ DOSIS PIROGE!UCA PROMEDIO (APD
50

J 

+ SENSIBILIDAD DEL REACTIVO SELECCIONADO. 

+ CERTIFICACIOlr PRECISION TEC!IICO ANALISTA 

AGUA MUNICIPAL, 
ENTRADA CARIDN ACTIVADO 

+ PRUER'l.S Ell PROCESO 
RED DE AGUA 

SALIDA CARJ?DN ACTIVADO 
SALIDA LECHO MIXTO 
SALDA TA:IQUE DISTRIBUCIO'.f 
SALIDA l<íM.;UINA LAVADORA 
SALIDA DESTILADOR 
TOo·!A AREA EST:::HIL 

+ ENSAYO SOBRE MP.TEnIA PRI">\A 

+ ENSAYO SOBRE :1ATERIA PRIMA EN SOLUCION 

+ ENSAYO SOBRE CONTENEDORES PRIMARIOS. 

+ ENSAYO SOBRE SERVf 
CIOS 

HOR!!OS 

VAPOR 

AIRE COMPRIMIDO 
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Este capítulo describe una Metodología particular de la Té~ 

nica de Limulus orientada a la detecci6n de fuentes pirogénicas. 

Si bien la realizaci6n de esta Técnica es sencilla y no re

quiere profundos conocimientos sobre la materia, es deseable que 

la persona responsable de su ejecuci6n tenga bases científicas -

que le permitan formarse un juicio de las experiencias diarias y 

capitalice las enseñanzas integrando une metodología fundamenta

da en los siguientes puntos: 

A.- Comprender la Técnica a seguir que se detalla en pági~ 

nas subsecuentes. 

H.- Conocer procedimientos de despirogenizaci6n de material 

de vidrio, artículos de laboratorio, y soluciones. 

C,- Conocer el uso adecuarlo de un horno, baño de ague, ba.-

lanza analítica, balanza granataria para el pesado de animales -

de laboratorio, potenciómetro, autoclave, etc. 

D.- Conocer el Sistema Métrico Decimal. 

E.- Entender el concepto de molaridad. 

P.- Saber cómo preparar diluciones. 

G.- Conocer la preparación y almacenaje óptimo del reactivo 

de Amebocitos de Limulus y endoto~ina de trabajo. 

H.- Entender cómo y cuándo se preparan Controles Positivos 

y Negativos. 

I),- Conocer técnicas asépticas aplicables al uso de mate-

rial de vidrio, artículos de laboratorio, pipetas, jeringas, pe

sado de muestras, preparación de muestras, determinación de pH, etc, 

J,- Conocer loe criterios de acentación o rechazo de una -

prueba en un evento determinado. 

K.- Saber cómo cuantificar los niveles de endotoxina de una 

muestra, 
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Antes de entrar en materia, es imoortante resaltar que se 

trata de una prueba muy sensible que requiere de cuidados y o~ 

servaciones iniciales que faciliten su cocprensi6n y adecuada 

interpretación. 

La nreparación del material de vidrio requirió de una es

tufa que proporcionara temperaturas mayores de 250°c. Por ello 

es recomendable certificar que se alcanzan altas temperaturas 

calibrando el aoerato mediante curvas de calentamiento periódl 

cae que, aparte de garantizar la desoirogenización del material, 

nos indiquen el tiempo de exnosición necesario o requerido pa

ra cada estufa en oarticuler, ya sea semi-vacia o totalmente -

llena. (Pigs. 1 y 2). 

Por otra oerte, la necesidad de contar con Agua Bidest~_! 

da de alta calidad biológica y fisico-química oara reconstitu

ción del reactivo (liofilizado) nos hizo oenser en un orocedi

miento que ha sido probado dando bUenos resultados y pueden h~ 

cerse las modificaciones necesarias pera obtener Agua apirogé

nica utilizable, además, como medio de dilución de muestras: 

a).- Acumular agua recién destilada, b).- Bidestiler, - -

c).- Adicionar carbón activado en un 2% v/v, d).- Esterilizar 

15 min. a 121°C, 15 lbs, de presión, e).- Filtrar a través de 

membrana de 0.22 micras, f),- Ajustar el pff entre 6 y 7,5, 

g).- Envasar en frascos de 30 ml., despirogenizados y esteril! 

zados (taoón) previamente, h).- Esterilizar nuevamente 15 min. 

a 121°c., i).- Refrigerar oor no más de 30 días, 

Otro requerimiento a cubrir oara lograr una Metodología 

que oueda ser utilizada en forma rutinaria fue determinar jus

tamente cómo comoararla con la actual Prueba U,S.P, de piróge

nos, y nos referimos a una Subst,mcia Patrón de Referencia ex_! 

minada por ambos métodos. 
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4.1.2.- ENDOTOXINA ESCHERICHIA CCLI. 

Fue necesaria para determinar que el mismo tipo de molécu

la que generaba fiebre en los conejos, producís una reacción P.2. 

eitiva en la prueba de Limulus. 

Esta substancia natrón de referencia se obtuvo finalmente 

de un cultivo de E. coli, deenuás que la calidad de los patrones 

de referencia que le antecedieron cumplieron su cometido y fue

ron descontinuados (5 cambios en 7 años para obtener la referea 

cia B.C. 5l. Su objetivo nrimordial fue el de establecer un~

to común donde coincidiesen los criterios de Calidad entre los 

nroductores del Lisado de Amebocitos de Limulus y la Oficina de 

Biológicos de la Administración Federal de Drogas (PDA). No ob~ 

tante, las dificultades inherentes a la preparación de estánda

res de endotoxin&s (teles como: poder de diepereabilidad•y ad~ 

eorción en el vidrio, forma de envasado, estabilidad y reprodu

cibilidad de loe ensayos in-vivo/in-vitre, características de~ 

pendientes de su formulación) in!luyeron para que ambas partee 

enfocaran sus investigaciones y esfuerzos para controlar la eell 

sibilidad del liofilizado en cuestión (reactivo L.A,L.). As! en 

1982, la Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica reco

noce una Endotoxina Patrón de Referencia (RSE) que contiene 

10,000 Unidades de Endotoxina P/:traeco vial de una endotoxina -

derivada de B. coli (específicamente la E.c.
5

, t111111eración dada 

eegdn la evolución del desarrollo de la misma). Además estable

ce que cada proveedor debe referir su Endotoxina Patrón de Con

trol (Control Standar Endotoxin) a aquella y en Unidades de En

dotoxina, eliminando la unidad de nanogremos que ya había qued~ 

do obsoleta, 

Por otra parte, la Industria de Medicamentos conocedora de 

la magnificencia de la Pl'i.leba L.A,L, comenzó a desarrollar eu -
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propia metodología y coonerar en loe avances significativos ~ 

existentes a le feche. Tel. es el ceso de algunos Laboratorios 

Farmacéuticos que imnlementaron tecnología propia para eue me

dicamentos y/o aparatos médicos, estableciendo límites de end~ 

toxina permisibles, te.maño de muestra y nruebas de inhibici6n, 

hasta incluso, fabricar su nropio reactivo. 

4.1.3.- SELECCION DEL REACTIVO DE AMEBOCITOS DE LIMULUS. 

El elegir determinada marca comercial distribuidora del -

reactivo de entre 6 renortadss (Microbiological Associatee, ~ 

Difco, Xallinckrodt, Sig¡na Chem. Cour., Woods Hole, Worthington 

Biochemicel. Co,) requiri6 considerar factores como: especifici

dad, sensibilidad, estabilidad, costo, dependencia del provee

dor, etc, 

Especificidad,- Cada marca comerciel. prepara el li~ado en 

fo:nna diferente, modificando el procedimiento original de Levin 

y Bang alteran las propiedades del reactivo1 facilidad de man~ 

jo, reproducibilidad y estabilidad. 

Sensibilidad.- La ~or diferencia entre marcas de lisados 

está en el area de sensibilidad, o en la mínima cantidad de ea 
dotoxina que pUede detectar. Algunas marcas de lisado forman -

un gel firme en nresencia de unicemente 0.04 ng. de Endotoxina 

por mililitro, pero otras marcas necesiten de por lo menos 0.4 

(25). 
Finalmente la cel.idad del gel formado (31), la eatabili-

dad del reactivo deepU6s de reconstituido y la Metodología a -

seguir (gel-no gel, turbidim~trico, eepectrofotom&trico, etc.) 

influyeron en la elecci6n, 

4.1.4.- GUIA PRACTICA DE PROCEDIMIENTO. 

Este procedimiento lo hemos titulado1 Manejo y Conservaci6n 

del Reactivo de Amebocitoe de Limulue para Pruebas de Pir6ge~ 
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nos In-Vitre. Tiene como objetivo describir loe casos a seguir -

cara fortificar, dosificar, evaluar sensibilidad y, conservaci6n 

del reactivo. Como 1nformaci6n general anotaremoe1 a),- Cumplir 

estrictamente con las Bnenas Prácticas de Laboratorio, b),- Apl_! 

car criterio al hacer cambios equivalentes para que no afecten -

fUndamentalmente lo sugerido, 

Desarrollo, 
a).- Obtenci6n de Ague. Bidestilada, con 6otimo grado apiro

g,nico. 
(Será utilizada para fortificar el reactivo). 

i),- Ensamblar un aparato de destilaci6n de vidrio (~ 

pacidad aprox. 2 Lts,) previamente lavado 1 deepi 

rogenizado, (1'0TA1 Bl lavado 1 la despirogenisa-

ci6n se pueden eliminar cuando no haya sido utili 

zado con otros fines), 

ii).- En un aatraz Erlenmeyer apirog&nico acumular agua 

reci'n destilada en cantidad eufioiente, 

iii),- Bidestilar, eliminando cabeza 7 cola del destila.

do, Adicionar carbdn activado 21' T/T. 

iv).- Esterilizar por 30 min,, 121°C. 115 lbs, 

T).- Piltrar por membrana de 0,45 1 0.22 micraa, (Bqui 

po •illipore eeteril 7, matraz ldtasato deapirog,) 

Ti),- Ajustar el pH en un rango de 6 a 7,5, 

Tii),- EnTasar en frascos de 30 al, apirogtlnicoa con ta

p6n de neoprsno esteril, 

Tiii),- Beterilisar las piezas con retapa. 

ix).- Conservar en retrigeraoi6n. Cada frasco puede 

usarse, lo más, 4 Teces, Des,ohese el agua sobrll!l 

te despu&e de 30 d!as, 
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b),- Fortificaci6n del Reactivo liofilizado. 

i),- Reconstituir el frasco vial del liofilizado con -

el volumen de Agua Destilada libre de nir6genoe -

recomendada nor el fabricantes 

frasco vial para 10 pruebas adicione 1 m1. 

frasco vial para 50 pruebas adicione 5 ml. 

Agitar suavemente evitando la formaci6n de espuma, 

Colocar el vial a temperatura de 2ºc, a 8°0, has

ta necesitarlo. 

ii),- Dosificar, con exactitud, 0.1 ml. en c/u de loe -

tubos de prueba, A1 final de las laboree, congelar 

el reactivo sobrante, (Hielo seco, nitr6geno lí-

quido, etc,). 

c).- Verificar la Sensibilidad del Reactivo. 

Debe checaree lote a lote antes de su uso, 

i).- Preparar una serie de diluciones de endotoxina ~ 

usando Agua Destilada apirog~nica como diluente, 

a tal concentraci6n que aseguremos sobrepasar la 

Sensibilidad ts6rica o de marbete del reactivo en 

turno, 

Para el trabajo experimental que aquí reportamos 

la Sensibilidad estipulada en marbete fue 

0.12 U.B./m1,, la confirmamos usando el esquema -

que a continuaci6n mostramos: 

Serie de Endotoxina ~u .:s.¿mi.) 
0.14 Q..:.ll !hlQ o.os ~ 

+ + 
+ + + 
+ + + 
+ + + + 
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Cálculos~ 

S .b.l"d d Co.12 + 0.10 + 0.10 + o.os> ensi 1 1 a = 4 

Sensibilidad experimental = 0.10 U.B./ml. 

ii).- A temperatura ambiente las diluciones de endoto

xina pierden actividad en un lapso de 4 Hrs. 

iii).- Control Negativo. 

Del diluente que usa como medio para fortificar 

el reactivo, tomar una alícuota de 0.1 ml. y do

sificarla en un tubo de prueba. 

iv).- Desarrollo de la Prueba. 

Homogeneizar las "muestras" por agitaci6n de 

JO segundos. 

PI:epare 2 tubos de prueba para cada concentraci6n 

de la Curva Estándar (endotoxina), Control Nega

tivo y lfuestra a ser evaluada, al'ladiendo O.l ml. 

de cada soluci6n por tubo de prueba. Agite suav~ 

mente y col6quelos en bal'lo de agua a 37ºc.!1ºc. 
por 60 min.! l min. comenzando por une. Serie de 

la Curva Estándar (endotoxina), un Control Nega

tivo, li!uestras por duplicado y finalmente cierran 

el orden otro Control Negativo y la otra Serie de 

Curva Bstándai' (endotoxina). Registre la hora en 

que inicia la incubaci6n, Evite movimientos del 

agua pues interrumpen la reacc16n de gelificaci6n 

en forma irreversible pudiendo reflejar resuJ.ta

dos falsos negativos. 

Transcurridos 60 minutos, tome uno a uno los tu

bos de prueba e inviértelos 180 grados con sumo 

cuidado: aquellos que muestren un gel firmemente 

adherido a las paredes se consideran como resul-
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tados "nositivoe", los que no gelifica.~ (µerman~ 

ce la fase líquida} o se desnrende el gel al mo

~ento de la inversi6n, ee registran como "negati 

vos". 

v}.- Criterios de internretaci6n de la Prueba, 

R6plica #1 
M_plica #2 

1.- Los tubos que corresnondan a la Curva Están

dar (serie de endotoxina) al menos de concen 

traciones más altas probadas, deberán ser P2. 

sitivos. Si todos loe tubos son negativos, -

la prueba deberá repetirse, lo mismo si todos 

loe tubos son positivos. 

2,- El tubo de Control Negativo deberá ser nega

tivo. Si muestra algiin gel, la pi:;ieoa deberá 

repetirse. 

3.- E1 tubo conteniendo el Control Positivo del:>~ 

rá ser positivo. Si el resultado ea negativo 

indica la presencia de e.lguna substancia que 

interfiere la reacci6n y la preparaci6n de -

la muestra debe ser evaluada, 

4.- La sensibilidad del reactivo se detel"Jl1ina ~ 

con la Ourvs Estándar (aerie·de endotoxina) 

y no debe ser mayor al valor estipulado en -

el marbete. Se calcula nromediando la concen 

traci6n de endotoxina más baja que result6 -

positiva en el ensayo, 

Ejemplo #1: 

Serie de Endotoxina {U,E./ml.) 

+ 
+ 

~ 
+ 
+ 

Sensibilidad 

+ 
+ 

• 
+ 

o.oa + o.oa 
2 

0.08 U,E./ml, 
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Ejemplo #21 

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

R6plica #1 
R.§plica #2 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

Sensibilid!Ui = o.oB + o.lo 
2 0.09 U.B,/ml, 

.N6tese que existe continuid!Ui en las lecturas: 

hacia la izquierda, pruebas positivas; hacia 

la derecha, pruebas negativas. Si entre ellas 

se intercala alguna prueba con resultado con

trario (+/-) se dice que los resultados son -

discontinuos y la prueba deberá repetirse. 

54 



4.1.5.- Evaluando la PRECISION del a.'18.l.ista. 

l.er. 

20. 

3er. 

4o. 

Prenara:::os 1L'1a serie de diluciones de endotoxina (cur
va ~stándar) como se describe en el inciso •e• y prob~ 
mos cada concentraci6n por cuadruplicado. 

Estimamos el logaritmo base 10 del punto final de la -
reacci6n , en cada serie, donde la concentraci6n más -
baja de endotoxina fue positiva. 

Repetimos el ensayo completo 4 días por separado obte-
niendo los siguiente valores de Desviaci6n Estándar: 

Series de Endotoxina ~U.E,¿mi.) 

0.14 ~ 0.10 0.08 ~ l.<lg.10 
día + • + + -1.0969 

+ + + + -1.0969 
+ + + ... -l.0969 
+ + + + -1.0969 

-4.3876 

D.S, o 

día + + -0.9208 
+ + + -1.0000 
+ + -0.9208 
+ + -o.22oa 

D.s. = 0.0396 

día • + ... -1.0000 
+ + -0.9208 ... -1.0262 

n.s. = 0.1047 

día + + + -1.0000 ... + -0.9208 
+ + + -1.0000 
+ + + -1.0000 

n.s. ~ 0.0396 
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4,1,6,- RELACION CON LA PRUEBA ?Af<!!.ACOPElCA, 

La validez de la Metodología a orononer denende grandemen

te de la correleci6n con la Prueba de Pirógenoe en conejos, Es

to es, si ambas pruebas están midiendo la miema frecci6n molec~ 

lar, ent6ncee le relación entre la mínima doeis pirog,nica en -

conejo y la mínima concentración detectable por L.A,L. deben ser 

regularmente constante. 

Eeta relación ea cuantificable en el Método L,A,L, por me

dio del reactivo de amebocitoe de limulue; y en conejos cuando 

ea treta de la Prueba de Pirógenos hasta ahora Oficial según ~ 

Permaconea. 

Para realizar la Prueba Oficial de Pirógenos ee requieren 

conejos como animales de prueba, adecuadamente alojados en un -

eenacio territorial. que comprendas Ares de Cuarentena, Ares de 

Trabajo {cabina donde se efeotúen las pruebas), Ares de Ke.nten! 

miento (donde estarán todos loe días), Ares de Lavado, Cuarto -

de Alimento, Cuarto de Equipo y Accesorios, preferencislmente -

de acero inoxidable. Bl acabado de pisos, paredes y techos de-

bi6 aer tal, {superficies lisae, curvas sanitarias, etc,), que 

facilitaron y aseguraron las laboree de eanitización, Le.e cond! 

cionee ambiente.lee fueron tambián importantesr Iluminación 

12 horas de luz por otro tanto de obscuridad, Humedad Relativa 

de 45 a 55~, TemJ)eratura Optima de 20°c. a 22°c., Cambio de Ai

re (100~ no recirculable) de 12 a 15 cambios 'P()r hora, ruidos -

evitarlos ya que ll>Oleetan a loa conejos y reflejan la anolllBlía 

con com'OOrtamientoe desconcertantes dada la idioeincracia de &.!!. 

te animal {asustadizo). Se ha viato que la colonia se acoet~ 

bra a eer trabajada durante un cierto lapso del día y a recibir 

alimento y 88Uª en horas fijas. El manejo fue cuidadoeo y eist! 

m!tico por parte de Personal Tácnico entrenado (32). 
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Se comolement6 la cepa de conejos New Zelanda, ajustando -

la edad de la colonia a un promedio de 2 a 3 años de vida con -

nuevas adquisiciones: recién destetados, de la misma camada, 

con un oeeo de 1,200 a 1,500 Kge.; estas características noe 

oermitieron trabajar con ellos durante 50 días en una orimera -

etaoa llamada de Selecci6n/Cuarentena, Al llegar de la granja 

abastecedora se revie6 el estado físico (que no están laceradas 

sus orejas, que no presenten secreci6n lacrimal., regi6n oerianal 

libre de excremento, no orotuberancias en el cuerpo, que la su

perficie de las plantas de lee patas no !IDleetren ulceraciones o 

llagas, etc,) y ee tomó muestra oara análisis coproparssitoec6-

pico.(33). Se continu6 en loe subsecuentes días con la deepara

eitaci6n externa e interna, nuevamente ee tom6 muestra para an! 

lisis coorooarasitoec6oico y, ei loe resultados eran satisfact~ 

rios, podían utilizar el Area de Pruebas para eer entrenados ~ 

gradualmente s oermanecer en loe cenos y soportar el estímulo o 

adaptaci6n a la sonda-termopar. A continuaci6n se verific6 el -

estado que guarda eu sistema térmico regulador a base de adaot~ 

ci6n al estímulo causado por la inyecci6n de solución salina ~ 

ieot6nica estéril y monitoreo de sue temperaturas corporales, 

aquellos que mostraban un incremento no mayor a o.5°c. podían 

ser sensibilizados con una solución de endotoxina con 50 nano~ 

gramos por mililitro. Si el incremento de temperatura es mayor 

a 0.6°C, descansan 14 días y se aprovecha el receso para tatuar 

una oreja con el número progresivo que se le desee asignar, al 

término de este período se vuelven a someter a prueba con un ~ 

blanco negativo; si naean la prueba se lee cortan las ui'lae y 

trasladan al Area de Mantenimiento para su uso en pruebas de !"!!, 

tina, Pig,#3. Su oomportamiento clínico mostrado (Ver Pig, #4) 

en el transcurso de loe 50 días de Selecci6n/Cuarentena, aunado 
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Fig. #~ .- Control para Rotación de Conejos. En el margen izquierdo se ano 
tan loe días del mes, al t~rmino de la orueba se marca con color amarillo
el número del conejo en forma vertical, tantas veces cuantos días deba oer 
manecer ·en Cuarentena. Loe números coloreados con azitL indican jaulas vá-= 
cías por conejos que fueron dados de baja. 
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Pig. #4.- (Anverso). Registro de Comnortamiento 
Clínico que se sugiere para el Control de conejos 
en etapa de Selecci6n/Cuarentena. 
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HISTORIA CLIHICA 

r , ..... , ... ObNrvad°"'" Ttttlwnhto ' 

'-

Ji'ig. # ,¡-. - (Reverso). Registro de Comporta 
miento Clínico, aplicable a conejos de pzii~ 
ba o en etana selecci6n/cuarentena. Conoen 
tra la informaci6n mínima necesaria para -
SU. seguimiento por el Servicio Médico. 
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a los reportee médicos, integran el historial clínico de cada -

conejo (~ig. #5) que aooy&.rá la decisi6n al darlos de baja, to

mando en cuenta también loe resultados de una inspección física 

rigurosa antes de decidir si continúa o es retirado. 

4.1. 7.- AflALISIS IN-VIVO/!H-VITRO DE UNA ENDOTQ'.Gl!A DE CONTROL. 

Preparada la colonia de conejos que corroborarían las ob-

eervaciones del •étodo in-vitro (L.A.L.) se requería nn factor 

determinante que actuase en ambas nruebae (in-vivo/in-vitro) y 

nos diese una respuesta cuantificable utilizando une. Endotoxina 

de Control, 

La ?arma.copee de loe Estados Unidos (U,S.P.) sugiere util! 

zar endotoxina aprobada y validada por la ?,D.A. o bien una En
dotoxina de Control (CSE). (34) 

En este trabajo se us6 un Estándar de Control (CSE} a base 

de E, coli Ol27B18. 

La respuesta en ambos •~todos (in-vitro/in-vivo) se log:r6 

preparando una soluc16n de endotoxina de concentración conocida, 

Con lae precauciones y medidas de seguridad posibles (ye -

que se desconocen loe efectos de la inhalación de la endotoxina) 

se peea.n 5,00 mg, de E. col1 Ol27Bt8 liofilizado, en un papel -

aluminio deepirogenizruio y con la ayuda de una espátula en lee 

mismas condiciones. Se disolvieron en 500 ml, de Agua Destilada 

libre de pir6genos, con agitación continua 7 1 finalmente ee a!~ 

r6 a 1 1 000 ml. nara tener una concentraci6n de 5,ooo ng,/ml, 6 

50,000 U,E,/ml, segdn la B,c.
5 

Betándar de Endotoxina de Re!e-

rencia propuesto por la ?,D,A. 
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Esta urenaración se hizo nor cuadru?licado y se tomaron -

4 alícuotas de 250 ml. e/u nara obtener 1,000 ml. de solución 

homog~nea de endotoxina de control. Se envasa en frascos via-

les numerados de 20 ml. y se valora in-vitre. Su conservación 

es en refrigeración entre 2 y 8°c. 

Para·verificar la concentración y homogeneidad de la sol~ 

ción reci~n nrenarada hicimos un muestreo reducido ~ de 

frascos contenedores seleccionando 7 de ellos seeún Tabla de -

Números Aleatorios y determinamos su concentración por diluci~ 

nea seriadas según esquema que se muestra junto con resultados: 

Fa e t o r d e d i 1 u e i ó n 
Muestra 

e/diluir 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 

Feos. #10, + + + + 
34 y 9 + + + + + 

Concentración (Fac:tor diluci6n)(Sensibilidad) 

Conc. U.E./ml. =(256 + 512 )(O.l2 U.E,/ml,) ~ 46.08 
Feos. #lo, 34 y 9 2 

Feos. #25, + + + + + 
33, 1 y 35. + + + + 

Cono. U.E./ml. =(256 + 512 
)(0.12 .!!.:!·) 46.08 Fcoe,#25, 33, 1 y 35 2 

ml. 
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LA SOWCION DE B!IDOTOXINA DE CONCEllTRACION CONOCIDA 

(50,000 U.E./ML.) SE INYECTO AL CONEJO EN DOSIS GRADUALES Y SI

MULTAllE/UlraNTE SE CU.'.!ITI?ICO IN VITRO SU CONCENTRACION, A FIN DE 

MOSTRAR LA SE:lSISILIDAD DE LOS 11.E'rODOS Y LA ESPECIFICIDA!> DE LA 

ENDO:ro:n:;A USADA COMO FACTOR COll!UN. 

IN-VITRO 
LA L . 

Conc. Con c. 
te6rica Experim. 
U.E.¿'.ml. U.E.¿'.ml. 

0.010 o.oc 

0.101 0.12 
o .l? 

0.202 0.24 

0.506 0.72 

0.910 0.96 

1.012 0.96 -
1.518 0.96 

2.020 --
2.220 1.92 

5.060 7.68 
--

2.88 

9,100 --
10.012 7.68 

15.180 --
22.200 --

25.000 ---
50.060 --

15.36 
61.44 
61.44 

101.200 92.16 --

IN-VIVO 
CONEJO 

lncrem.temp. Promedio 
por conejo Increm.temp. 
en e:rados c. en &!'radas c. 
0.2 0.1 0.2 0.2 

- - - -- - - -
- - - -
- - - -
- - - -

o. 3, o.oo, o.oc 0.1 
0.1, o.6, 0.2 
0.2, 0.4, 0.4 
0.7. 0.5 0.4 

- - - -
0.6 0.9, 0.2 o.6 

- - - -
1.0, 1.1, 0.6 0.9 
1.0, 0.1, 1.2 o.e 
0.6 0.4 0.7 0.6 

0.3, Q,.5, 0,7 0.5 

0.4, 0.9, 0.6 o.6 

1.2, l. 3, 0.4 1.0 

0.9, 0.8, l. 2 1.0 

0.6, 0.7, o.6 o.6 
0.9, 0.6, 0.9 o.8 

o.e, l. 3, 1.4 1.2 
1.5, 1.4, 1.6 1.5 
1.1, l. 2 1.1 
1.4, l. 6, o.8 l. 3 

l. 3, l. 5, 1.0 l.~ 

1.0, l. 3, 1.0 1.1 

Porciento 
conejos 

Eiro5énic. 

ojl. 

--
-
-
-
01' 

25% 

-
67% 

-
1001' 

67% 
67% 

67{. 

671> 

67!> 

67'/o 

100;' 
100{. 

100;14 
1001' 
100% 
lOOj(, 

100~ 
ioo,, 



4,1,8,- ESTUDIO DE LA RED DE AGUA. 

En esta etana de nuestro trabajo experimental consideramos 

imnortante examinar de cerca un nrnceso renresentstivo y loe -

servicios que en él intervienen nsra ejemplificar la utilidad -

de una Prueba de Pir6genos alterna a la OficiRl, 

tomamos en cuente elementos universales de todo nroceso c2 

mo: el Agua, Calidad de la ~steria Prima, Contenedores Primarios, 

Servicios, Producto en Granel y Producto Final. 

El Agua y eus nrocesoe alternos de purificsci6n y distri~ 

ci6n conformaron una buena parte de nuestras obaervacionee. El 

Agua que entra a una Planta Farmacéutica proviene de la Red Jl!u.

nioipal. Se almacena en cisternas donde se clorina y de allí se 

bombea a un tanque elevado para mejorar su presi6n de csids, 

Esta agua pass por un Sistema de Purificación, primern por 

Carb6n activado nara quitarle los olores y Cloro residual. Pe.es 

al Sistema de Intercambio cat16nico/ani6nico, desin's al Siste

ma de Lecho Mixto; nor este sistema de !JUrificsción se obtiene 

el Agua Deionizada átil en lee Aress pare el lavado de equipo, 

material y productos no est,riles, El a¡i:u.s al salir del Sistema 

de Intercambio I6nico es conducida a través de tubería de acero 

inoxidable, debe almacenarse en tanques de acero inoxidable con 

atmósfera de Nítr6genoJinerte, de capacidad adecuada. El ~a -

eetá en continua recirculaci6n por la red y, durante las noches, 

se calienta a 85°c. nsra evitar la prol1feraci6n de microorga-

nismos, ya que el 8€Uª en estas condiciones no debe contener 

n1ngún agente conservador. Se recomienda utilizar filtros de 10, 

5 y 2.5 micras en sitios estratégicos de la red y finalmente -

otro de 0,22 micras en la toma de uso. ~odos ellos verificados 

y cambiados periódicamente, El agua purificada airve de base p~ 

ra la obtenc16n de AgUa Destilada (Pig. #6) y vapor limpio. 
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El estudio de la oontribuoi6n pirogánica de la Red de -

Agua se hizo por medio de muestreos selectivos reforza.dos con 

Pruebae Písicas y Biol6gicae de rutina que nos permitieron ~ 

identificar posteriormente los puntos críticos o representat,1 

vos para su monitoreo, 

Cada muestra fue dilu~da en serie 111 con Agua apirogá

nica para estimar inicialmente la concentraci6n de endotoxina 

en ca.da t1Unto y fijar el factor de dilución donde daba posit! 

va la Prueba L.A.L.- Este barrido dio loe siguientes taotores 

de diluci6n1 

2. l ! ft !§. ~ §! ~ 

Agua lllwUcipal + + + + + ... + ... 
Entra.da Sistema 
Carbón Activado + + + + + 

Salida Sistema 
+ Carbón activado + + + 

Sal.ida Sistema 
Lecho llixto + + + 

Salida Tanque de 
+ + Distribución. 

Salida de Piltros + 

Entrada máquina 
+ Lavadora ampolletas 

Salida Destilador 

Tomas Area Bst~ril 

Las características químicas del reactivo que pueden re

flejarse en resulta.dos falso-?ositivos (ya que gelifica en -

presencia de substancias químicas, o bien requiere un ajuste 

de -pH nrevio al análisis) redujo el esquema de muestreo a so

lamente "puntos"criticos" de oaracteristicas fisico-quimicas 

compatibles con el reactive, Así eliminamos Muestras como 
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Jeua Municipal., Sistemas cati6nico y ani6nico cuyos resulta-

dos no serían consistentes ¡>0r interferencia con L.A.L. 

Establecidos loe Puntos de Ml1estreo, como se puede o~ 

serYar en el dia¿a"a.ma adjunto (Pig. #6), se lleg6 a la concl:!! 

si6n de hacer el monitoreo 10 días seguidos, para ir siguien

do de eerca el aumento o dieminuci6n de la pirogenicidad con

forme pasan loe días. Para su análisis ee utilizaron frascos 

viales 7 matraces auirogénicos, guantee, estériles, etc. y se 

tomaron las debidas precauciones as'pticas para lograr una -

muestra representativa y confiable. Las zmiestras se trataron 

individualmente por medio del reactivo L,A,L. y, si era nece

sario, se hacían diluciones seriadas estimando la concentra-

ci6n de sndotoxina con la expresi6n1 

Conc. en U.E./ml. = (Pactor Diluci6n)(Sensib.LAL) 

donde la Sensibilidad del reactivo fue un TBl.or fijo, previa

mente cal.culado, igual a 0.12 U.E./ml. 

Los resultados experimentales que se obtuvieron son el 

promedio de 10 mediciones reportadas individualmente en Unid,! 

des de Bndotoxina por mililitro. 

Salida Sistema 
0.48 Carb6n activado 

Salida Sistema 
0,48 Lecho Mixto 

Salida !l!anque 
0.24 de Dietribuci6n 

Salida de los 
0.12 Piltros 

Toma Agua Deioniz. 
0.12 en Area Estéril 

Toma de Agua Deetil. < 0 1 en Area Estéril • 2 
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ANIOH 

Pig #6,- Requema de una Red da Agua en Planta Farmac4utica, 

1,- Cisterna 2,- Tanque elevado 3.- Sistema de Carbón activa 
do 4.- Columna Intercambio Cati6nico 5.- Columna Intercambio 
An16nico 6.- Sistema Lecho Mixto 7.- Prafiltro 10 micras 
8,- Tanque de Dietr1buci6n ABua Deionizada 9,- Prefiltro 
5 micras 10.- Prefiltro 2,5 micras 11,- Tomas da uso Agua 
Daionizada 12 y 13.- Destiladores 14 y 15.- Tanques da Al
macenamiento 16,- Piltro 0.22 micras 17.- Piltro 0.22 micras 
18,- Tomas de uso. 



Si bien loe Métodos microbiol6gicos tradicionales para el -

análisis del Agua (P1ltraci6n por membrana, Número más Probable, 

Cuenta Total Microorganismos aerobios, etc.) a la fecha siguen -

mostrando su eficiencia y contribuyen significativamente en la -

calidad del aeua y, por ende, en un producto farmacéutico, la -

propiedad del lisado de amebocitos de Linulus de gelificar cuan

do está en contacto con alguna endotoxina o agente pirogénico -

fue evaluada analizando en paralelo 17 muestras de Agua por du-

plicado, entrada y salida del Sistema de Carb6n Activado como -

parte del seguimiento al Proceso de Mantenimiento dado peri6dic~ 

mente al Sistema. En cada evento la liberaci6n parcial. o total 

del Sistema fue hecha en base a los resultados microbiol6gicoe -

que se muestran en la Tabla #2. La informaci6n así concentrada -

indica una lieera relaci6n entre la eficiencia del mantenimiento 

al Sistema de Carb6n activado y la metodología L.A.L.,ee posible 

que validando ~eta última forme parte de los Controles de un PI'E, 

ceso validado. Esta hip6teeis se fundamento en la gráfica anexa 

(Pig. #7) donde representamos una parte del proceso de purifica

ci6n del agua, básicamente la transformaci6n de Agua Potable a -

Al;ua Deionizada que fue monitoreada durante 17 días en 13 mues-

trae tomadas una a una en base diaria. 
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Tabla if 2 .- Cuadro comnarativo que indica la 
posible relación entre la biocarga y la con
centración pirogénica 

69 



,. 

.. 

' .. 

¡y'' 

.,!ll!Ol!llO ll!! 1.1 Ull DI .llltlJ.. 
f'rsndoJ"'IU.cicSn d:• A«tta knicipal a ~ Diti.rdnda. 

-- r..h..1. 
s..t4 

- r-y.,. :b~ 

11 11 ¡f .U U lf' .f.r -"" ~1 ' JI 

'--. ----- --___--/ 
.o,,_1;¡.,. 

Pig, H ?,- Re-preaen·;;aci6n gráfica de la calidad pi
rogénica del Agua en la Red· durante ·,la 1¡r~eforma-

ci6n de Agua Municipal a Agua Deionizada, evidencian 
do la utilidad de la Prueba LAL como un Control en
Proceeo que auxilie a los Programas de Ma.ntenimien 
to ~preventivos o correctivos) de la red.gene~al :
de Agua. 
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4,1,9.- CUA?/TlFlCACIOll DE ENOOTOXINA EN AGUA !JESTU.ADA PARA use 
El! FABRICACIC!I, 

i) , - ll!ue streo, 

Se reciben periódicamente las 1DUestras !)Or duplicsdo -

en matraces Erlenmeyer apirogánicoe con 200 ml.. c/u. 

ii),- Preparación de un Control Positivo. 

Debe hacerse en cada corrimiento de la prueba, a pa.r~ 

tir de u.na solución de endotoxina de concentración co

nocida cuya dilución final tenga una concentración no 

mayor al doble de la sensibilidad del reactivo L.A.L. 

en ueo, Ejm,1 Si el reactivo reporta una sensibilidad 

de 0,12 U.E./el, en marbete, el Control Positivo puede 

prepararse a 0.20 U,E,/el. 

iii),- Procedimiento de Prueba, 

Como se describe anteriormente, Pág. 51 
iv),- Criterios de Interpretación de la Prueba. 

Loe indicados en la Pág. 53 

Si el resultado de alguna muestra ee negativo y el Control 

Positivo uresenta gelificacidn (resultado positivo), interpreta

mos que la concentración de la muestra es menor a la sensibili~ 

dad del Lote de reactivo L,A,L, usado. Si alguna muestra ee pos! 

tiva, se hacen diluciones seriadas 111 de la muestra original y 

se nrueban por duplicado, La concentraoidn da endotoxina para ~ 

esa prueba se caclcula multiplicando la Sensibilidad experimen~ 

tal del reactivo por el factor de dilución (P) que está represea 

tado por la media aritmática del inverso de las diluciones máe -

altas con (gelificec16n) resultado '!>OBitivo. 

Conc, de endotoxina = (F) (Sensibilidad del reactivo) 
(U,E,/el,) en U,E,/ml. 
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Se corrieron en paralelo 16 muestras de Agua Destilada n~ 

ra uso en l'a.bricaci6n obteniéndose loe siguientes resultados ~ 

con los Criterios de Aceptación y Rechazo que se indican para 

cada Método: 

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

gel, índica de pirogenicidad.- Se rechaza. 

Pnleba negativa, ausencia de gel, muestra no pirogénica. Se -

acepta • 

.!!!::Y!!Q..• Prueba Positiva.ll!ueetra pirogénica, la suma de 

loe incrementos de temperatura es mayor a l.4°C, o bien algiin 

conejo muestra un incremento mayor o igual a 0.6°c., se Rechaza. 

Prueba Negativa. Muestra no. pirogénica, la suma de los incre

mentos de temperatura ea menor a l.4ºC. y ningún conejo mues

tra un incremento mayor o igual a 0,6ºc., se Acepta,(36) 

IN-- VITRO IN - VIVO 
Acepta Rechaza Acepta Rechaza 

1.-
2.-
3.-
4.-
5.-
6.-
7.-
8,-
9.-

10.-
11.-
12.-
13.-
14.-
15.-
16.-

Eventos deseables 
Eventos NO deseables 
Eventos NO deseables, 
pero justificables 

n = 16 ; 100" 

(l,2,3;4,6,7,8,9,l2 y 16) 
(10) 

(5, 11, 13, 14 y 15) 

62.5 + 31.3 = 93,8" reproducibilidad 

10 62.5" 
l 6,2 

5 _.ll_,.l" 
100,0 



4,1,10,- DETECCION DE E!{D()TOXINA EN MATERIA PRIWA. (LJNCOMICINA) 

Para evidenciar la nresencia de pir6genos en la materia pr! 

ma ee hicieron los siguientes razonamientos1 

Qu~ cantidad de muestra someteríamos a p:nieba?. La biblio~ 

grafía reporta que la doeie de prueba en conejo (0,5 1118•/kg,) 

(Ret.35) fue reducida 20 veces para eliminar el erecto t6xico 

del antibiótico. Esto es, si en realidad la dosis humana está rJ?. 

portada como 10 mg./~g. peso corporal, probamos a 20, 10 y 5 mg. 

de base por mililitro, 

Preparemos una eolucionee de Lincomicina considerando una -

potencia teórice de 800 mcg,/mg,, se usó Agua Destilada como me

dio de disolución, 

Verificamos y ajuetamoe pH a 7,0 ! 0,2 con eoiuci6n de Hi~ 

dr6xido de Sodio l N, o Solución de Acido Clorhídrico l N. Tabla 3, 

Proba.moa que el reactivo (Lieado de Amebocitos de Lillll1lus) 

fuera compatible con el antibiótico; entendiéndose por compatib! 

lidad que el reactivo no :fu.ese inhibido o potencielizado al ee~ 

te.r frente a Lincomicina pirog&nica a concentración tija como B!! 

tibiótico y, variable el grado pirogénico. 

Se pesaron por quintuplicado 1,240 mg. de Clorhidrato de 

Lincomicina y se disolvió cada muestra aforando a 50 ml. con 

.Agua pirog,nica a 5 diferentes concentracionee1 0,5, 0,25, 0,12, 

0,06 Y 0,03 U,E,/ml. Para conseguir diluciones finales por quin

tuplicado a 20 mg,/ml., 10 y 5 mg,/ml, se hicieron dos dilucio~ 

nee seriadas en proporción 112. Cada muestra (15 en total) ee h~ 

zo reaccionar trente al reactivo L.A.L. por duplicado, Además de 

5 muestras de Agua pirog~nica a otras tantas concentraciones y -

l muestra del Agua Destilada (uea<la como diluente) para Control 

Negativo, 
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Concentraci6n (mg./ml.) 

5.00 10.00 ~ 

ldateria Prima 
4.73 5.06 4.76 (Lincomicina) 

Gra.'lel. 
(Soluc. de Linc2_ 5.02 5.01 4.77 
micina 

Tabla #3.- Estudio de pH en Materia Prima y 
Producto. Utilizándose 10 Lotes para su de
terminaci6n promedio, 



Al fínal de la reaccíón, tanto la endotoxina de la Lincomici 

na co~o la en1otoxina del Agua (medio de dilución) sirvieron 

parat 

a).- Determinar la concentración de nrueba para el anti 

biótico en estudio. 

b).- Comprobar que a esa concentración práctica no exis

te interferencia quimica alguna que modifique el resulte.do. 

Tomando como no interf erenci~ cuando el punto final de la -

reacción (gelificación) de la endotoxitut en Lincomicina era 

id6ntico al de la endotoxina en Agua. 

Resul tados1 

Tabla #4 

Concentración de Endotoxina ai\adida 
en U.E./ml. 

2..:2. Q.dí ~ ~ 0.03 

Lincomicina 20 !;!f;· + + 
mi. + + 

Lincomicina 10 ~· + :t + 
mi. + + 

Lincomicina 5 !!!!:• :¡: .¡. + + mi. + + 

Agua Destilada + + + + + 
Endotoxina + + + 

Agua Destilada 

Esto indica que a mayor concentración de antibiótico ea 

más probable que exista inhibición, razón por la cual dedic,!. 

moa que la Concentración de Prueba fuera ~ mg./ml. aproxima

damente. 

Fue necesario fijar la preparación de un Control Poeiti 

vo que indiqne la habilidad y res;>nesta del reactivo frente 

a condiciones preestablecidas. De acuerdo a la Tabla anterior 

es recomendable 0.5 U.B,/5 mg,/ml, 
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Se annliearon 15 lotee de Lincoinicina para eve1uar su -

contribución pirogénica el proceso bajo el siguiente proced! 

miento1 

1.- Pesar 310 mg. de Lincomicine Clorhidrato. 

2.- Disolver en Ague Deetilade libre de pirógenoe. 

3.- Aforar a 50 ml. y homogeneizar perfectamente. 

4.- Ajustar pH con Hidróxido de Sodio 1 H. a un rengo -

de 6 a 7.5. 
5.- Dosificar en tubos de reacción, e.lícuotae de O.l ml.. 

6.- Preparar Control Negativo dosificando en tubos de -

reacción, 0.1 mi. _de Ague Deetilede Libre de piró~ 

nos, ueeda en la disolución de la muestre. 

7.- Preparar un Control Positivo.- Se selección un Lote 

de Clorhidrato de Lincomicina con caracteríeticae -

fieico-químicae y microbiológicas probadas; pesar -

310 mg. y disolver en Agua pirog6nica conteniendo 

0.5 U.E./ml. Homogeneizar. romer 2 e.licuotae de --

0.l ml. y dosificar en tubos de reacción. 

B.- Adicionar O.l ml. de reactivo L.A.L. a cada tubo de 

reacción, agitar suavemente, incubar a 37°C. ! 1°0. 

por 60 min., verificar la formación de un gel eóli

do indica nrueba (+); ausencia de gel firme, prue-

ba (•). 

Loe resultados obtenidos tanto por le Pnlebe USP como -

por la Pruebe L.A.L. :tueron loe aiguientee1 
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u.s.P. L.A.L. 

Control Positivo No "irogtfoico Piro génico 

Control Negativo No piro génico No nirogénico 

Lote lA No piro génico No ¡¡iroeénico 
Lote 2B No niroeénico No -pirogénico 
Lote 3C No piro génico No uirogénico 
Lote 4D !lo piro génico No nirogfnico 
Lote 5E No nirogénico No -piro génico 
Lote 61' No nirogénico No nirogénico 
Lote 7G No pirogénico No pirog•foico 
Lote BH No -pirogénico ?!o piro génico 
Lote 91 No piro génico No piro génico 
Lote lOJ Ko pirogénico No pirogénico 
Lote llK No '!lirogénico No ?irogénico 
Lote 12L No '!liroe;énico !fo nirogénico 
Lote l3ló No 'l)irogénico No '!liroglnico 
Lote 140 No 'l)irogénico No piro génico 
Lote 15P !lo "Piro génico No piro génico 

Control Negativo No nirogénico No piro génico 

Control Positivo No nirogénico Piro génico 
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4.l.ll.- DETECCION DE ENDO'l'C>X!Nh A PRODUCTO EN PROCESO. 

La aplicaci6n de esta nrueba (L,A.L.) en proceso es noco e~ 

timada a la fecha, a6lo en caeos donde existe el factor costo/-

tiemno 0ara decidir la continuidad o suepeneí6n de un proceso Íll 

terrwnpido, puede rendir utilidad a posteriori. 

La finalidad de estas anotaciones es mostrar que cuando se 

cuenta con un Control de Calidad exhaustivo en puntos estratégi

cos del proceso de manufactura, la contribuci6n piroeánica es m! 

nima. Además intentamos que sean observaciones preliminares ene~ 

minadas a conformar una Xetodología, ureviendo el fllturo de este 

prueba in-vitro. 

Se estudió la formu1aci6n del oroducto determinando la con

tribuci6n porcentua1 aproximada de la materia prima y excipientes 

m&s importantes¡ Concentraci6n 300 mg./ml., Lincomicina 30~, Al

coh6l Bencílico menor a l~ y Agua Destilada para Inyección 69~. 

Encontramos que la 1inica variante con respecto a una simple 

eoluci6n de Clorhidrato de Lincomicina, ea el Alcoh61 Bencílico 

cuya contribuci6n no es inhibitoria según reporte de J.F. Cooper 

y Susan M, Peareon quienes establecieron que e6lo una concentra

ción mayor a l~ si modificaba la reacción endotoxina-L,A.L. 

Probamos que el Producto "A" deliberadamente contaminado 

con concentraciones conocidas de endotoxina promovía la íormaci6n 

de un gel firme y s6lido. Consideramos la concentraci6n del pria 

cipio activo en eoluci6n (300 mg./ml,) y tomamos alícuota de l.7 

mililitros por quintuplicado, cada alícuota ee diluy6 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 cada dilución inicial ee hicieron 

2 diluciones seriadas en proporci6n 1:2 para lograr concentraci~ 

nea de orueba iguales a 10 mg./ml., 5 y 2.5 mg./ml. Se integr6 -
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un Control Positivo (Af!'.UB nirogénica) y un Control Negativo 

(Agua destilada apirogénica), 

Siguiendo el criterio de no inhibición cuando el nunto fi

nal de la reacción (gelificación) de la endotoxina en Agua, ae 

adicionó 0,1 ml. del reactivo a 0,1 ml.. de cada muestra y se in 

cubó a temperatura y tieml)O pre-eetableoidoa. 

Resultados: 

10 mg./ml, 

5 mg./ml. 

2. 5 mg,/ml. 

.Agua pirogén. 

Agua apirogén, 

Tabla #5 

Concentración de Endotoxina 
e.i'ladida, en U.E,/ml. 

2.!.2Q Qd2 2.!.ll 2..:.Q§. 0.03 

t t 
t t t 
+ + + + + + + + 
+ t + :!: + + 

Confirma que relativamente a menores concentraciones reac

ciona mejor la endotoxina de la Lincomicina con el Lisado de Am! 

booitoe de Limulua. Por razones prácticas establecimos la Con~ 

centraci6n de Prueba como 3 mg./ml., incrementándose 60 veces -

con respecto a la Concentración de Prueba en Conejo 0,5 mg,/~. 

Las condiciones requeridas para un Control Positivo que 

asegure la habilidad y respuesta del reactivo son1 3 mg,/ml, y 

conoentración pirogénica igual a 0,5 U.E./ml, to111Bndo en cuenta 

el Umbral de Dosie Pirog~nica (TPD) ieual a 10 U.E. referidas a 

la R,S,E, E.c.
5 

segdn u.s,p, XXI y N,F,XVI tenemos que lar! 

laci6n TPD por Doeis Humana ee1 

5 U,E,/10 mg• Lincomicina 
Kga, = 0,5 U.E./dosis 

~ n~ ti?.it 
i~n 1t.~\~ ª ~\~ua1L~~ 

SlUi \}t, \,.l\ 
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Analizamoe 5 lotee de Producto "A" en Granel bajo el si -

guiente procedimiento: 

l.- Tomar una alícuota de l ml. y diluirla a 100 ml. con -

Agua Destilada libre de pir6genos. 

2.- Ajustar el nH a 7.0 ! 0.2 y mezclar adecuadamente. 

3.- Dosificar en tubos de reacción, alícuotas de O.l ml. 

4.- Preparar Control Negativo dosificando en tubos de rea~ 

ci6n, O.l ml. de Agua Destilada libre de nir6genos, ~ 

usada en la disolución de la muestra. 

5.- Prenarar un Control Positivo a base de l ml. del Pro~ 

dueto "A" y diluirlo a 100 ml, con Agua Destilada con

teniendo 0,5 U.E,/ml. 

6,- Adicionar 0,1 ml. de reactivo L,A,L, a cada tubo de 

reacción, agitar suavemente, incubar a 37ºc. ! lºc. 

nor 60 min,, verificar la formación de un gel sólido -

indica nrueba (+); ausencia de gel firme, prueba (-). 

Los reeultados obtenidos tanto por la l'ru"ba USP ~Owú ~O~ 

la Prueba L.A.L, fueron1 

~ LAL 

Control Positivo No pirogónico Piro génico 
Control Negativo No !lirogénico No pirogtlnico 

Lote l No piro génico No nirog<!nico 
Lote 2 No )'.lirogt!nico No !lirogtlnico 
Lote 3 No !lirogl!nico No )'.lirogfoico 
Lote 4 No pirogt!nico No pirog,nico 
Lote 5 No pirogánico No piro génico 

Control Negativo No !lirogénico No pirogfoico 
Control Positivo No pirog,nico Pirogfoico 

4,1,12,- DETECCION DE ENDOTOXINA EN VAFOR LIMPIO. 

El vapor limpio ee uno de loe servicios con que se cuenta 

80 



en la Industri& Farmacáutica, ~ato se genera a partir de Agua -

deionizada, en le cual el Agua es calentada hasta la fase vapor 

y en esta forma se envía a travás de tubería de acero inoxida~ 

ble a las Areas Estáriles; los puntos donde se localiza son ~ 

Cuartos de Lavado de material, autoclaves, levadoras de frasco 

y amoolletas. Adicionalmente el ueo de este servicio mejora las 

condiciones de limpieza del equipo eliminando o disminuyendo la 

biocarga microbiana por lo que también se le utiliza para este

rilizar tuber!ee de acero inoxidable que trans,ortan el Agua d~ 

ionizada y destilada. 

El monitoreo del Vapor limpio por medio del reactivo L.A.L. 

verifica que ~ste llegue en condiciones apirogénicas en los J!U!:! 

tos de uso. 

Para la toma de muestra se utilizó el siguiente material: 

- Matraces Erlenmeyer apirogánicos. 

- Condensador de vapor. 

- Reactivo L.A.L. 

Procedimientos 

Se usa equipo de protección adecuado. El vapor limpio ea h~ 

ce pesar por el condensador obteniándose así Ague de Condense,..... 

ción. La muestra fue recolectada en material apirogénico y se -

hace reaccionar con le solución de L.A.L. siguiendo la Técnica 

ya descrita en la Pág.52, obteni~ndose los siguientes resulta.doe1 

Pllnto de Muestreo 

Autoclave 1 
Autoclave 2 
Cuarto de Lavado 
Lavadora de frasco 

Concentración estimada 

Menor 0.12 U.B./ml. 
Menor 0.12 U.B./ml. 
Xenor 0.12 U.B./ml. 
Menor 0.12 U.E./ml. 

Durante 5 días alternos se repitió el seguimiento con los 

miemos resultados tenidos el primer día. 
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4.l,13.- DETECCION DE ENDOTOXINA EN V!J.LES Y All!l'OLLETAS. 

El calor seco es uno de loe métodos más colllllles para este

rilizar y/o despirogenizar el equipo y los contenedores pri~s~ 

rios que ee emnlean en la fsbricación de productos est4rilee, 

Durante la proyección de le Prueba L,A,L, se validó el hO! 

no del Laboratorio para asegurar su capacidad de deepirogeniza

ción y estudiar la reproducibilidad de los resultados, El estu

dio se baa6 en los términos que maneja la 0,3,P,, donde los pa

rámetros críticos a controlar son el tiempo de exposición y la 

temperatura de esterilización. 

El primer paso tue observar la distribución de calor para 

lo cual se utilizaron termopares tipo J, éstos se colocaron en 

forma geométrica en toda la cámara del horno, ver. ?ig. #8. La 

temperatura del horno se fij6 a 200°c, y se monitore6 2 Hrs. ~ 

xiliándonoe con un Registrador Speedomax; con los datos obteni

dos se determinó el valor de ?W en el punto más frío, loe cál"!! 

loa se muestran en la Tabla #6. 

La segunda etapa consistió en preparar vial.es con endotox! 

na de concentración conocida, mismos que identificamos y distri 

buimos en forma geométrica en la cámara del horno durante el Ci 

clo de Esterilización, 2 Hrs, a 200°c. 

Técnica: 

1,- Prepare una solución de endotoxina que contenga 

500,000 U.E. nor mililitro.- Llamaremos Solucidn "A". 

2.- Coloque la soluoi6n de endotoxina en un bal\o de ultra

sonido por 10 min. y agítela 5 min. antes de la inoculación. 

3.- Inocule loe viales (previamente despirogenizados en 

horno 1 Hr. a 25oºc.J colocando la alícuota en el fondo del vials 

a).- O.l ml. de la Solucidn "A" en 5 frascos viales para -
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Núm. de Tiempo Temp, L,R, termopar ( min, ¡ ºc. ?.H. 

4 o 23 o.ooo ºº·ºº 
4 20 50 3.160 X 10-t! 6,00 X 10_., 

4 40 96 6,300 X 10-6 l,20 X l.0-4 

4 60 no 3.160 X 10-5 6,30 X 10-4 

4 80 150 ),160 X 10-3 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 o.891 17,80 

4 1130 200 0,891 17.8 

4 200 200 0,891 l7.8 

4 220 200 0,891 17.8 

4 240 200 o.S~l lj.8 

z-~6.33 2· l.26. 7 min 

Tabla #6.- Datos experimentales para caJ.c1.1la.r el PH 
!!' 

Se co~ocaron geom~tricrunente l.O termopares en la cámara 

del horno. Se reporta Uhicemente el termopar en el punto más 

frío para fines del cálculo PH consider8ndo que el valor mí

nimo que debe reunir un Ciclo de Esterilizaci6n es de 30 min. 

Pff = L,R, x T (min.) 

L.R. 
(Tr -: Tb) 

10 z 
Tr = Temperatura en el punto más frío 

Tb = TemPeraturE\ base, 200°c. 

Z = Constante = 20 (para ciclos de horno) 

T • Tiempo en minutos. 

Sustituyendo valores: 

L.R. 6.33 FH = {6,33 x 20 min.) 126.7 min. 



obtener una concentración de 50,000 U,E,/vial. 

b),- 0,2 ml. de la Solución "A" en 5 frascos viales p~ 

ra tener una concentración de 100,000 U,E,/vial, 

4.- Prepare 3 viales Blancos Negativos (AgUa Destilada li 

bre de pirógenoe) y 3 viales Blanco Positivos, ~atoe últimos -

con una concentraoión de 500,000 U,E./ml, 

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

6,- Tape con oapel aluminio desoirogenizado, una vez se~ 

coa los viales, 

7.- Coloque los viales en el horno a 200°c. por 2 Hre, 

8,- Retírelos al termino del tiempo y dájelos enfriar a -

temperatura ambiente. 

9.- Reconstitúyalos con Agua apirog6nica a la mitad del -

volumen original del vial, 

10.- Recobre la endotoxina de los viales agitando en vor~ 

tex o baao de ultrasonido, 

11.- Realice la Prueba L,A.L, siguiendo el M~todo descrito 

en la Pág. 52 

Tabla de Identificación (Fig.#8) 

Concentración 
Identificación en viales 

50,000 U,E,/ml, a, b, e, d, • 

100,000 U.E./ml. 1, 2, 3, 4, 5 

Blanco Positivo I, II, III 
(500,000 U,E,/ml,) 

Blanco Negativo x, y, z 
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Resultados obtenidoe1 

Cene. 50,000 U,E./ml. 

Conc.100,000 U.E./ml. 

Blanco Positivo 

Bl&nco Negativo 

a b c d e 
1 2 3 4 5 

+ + + + + 

Interpretación 
(-} No gel, Aueencia de endotoxina 

por abajo de 0.12 U.E./ml. 

(+) Gel firme. Prueba positiva. 
Reactivo reenondiendo a la 
concentración conocida del 
Control Positivo. 

La última parte se conformó sometiendo a prueba, a tr~ 

v~s de su agua de enjuague, 10 muestras de frascos viales y 

ampolletas apirogénicas momentos antes de entrar a proceso -

en su etapa de llenado. 

El muestreo se hizo dentro del Area Aséptica bajo con

diciones controladas (flujo laininar) y extremando precaucio

nes, se depositaron de 20 a 30 contenedores en un matraz Er

lenmeyer despirogenizado, se adicionó Agua Destilada Libre -

de Pir6genoe para extraer la ~sible fracción de endotoxina 

ayudados por un 6€1tador vortex y bei'!o de ultrasonido. En el 

inter se incuba la muestra a 30°c. para facilitar la disper

sión de endotoxinae en el Agua. 

De cada uno de loe 10 matraces se tomó O.l ml. del 

Aeua de lavado y se hizo reaccionar frente a 0.1 ml.. del 

reactivo L.A,L. evaluando segilli criterio Gel-No Gel. Ninguna 

de las 10 muestras propiciaron la formación de un gel firme, 

COlllD lo mostró un Control Positivo, corrido a la par, Esto -
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indica que la concentración de endotoxina era mucho menor a la 

concentración del reac•ivo usado, 

4.1.14.- DETECCION DE ENDOT<:.:<rNA EN AIRE COMPRI!l!I!Xl, 

La evaluación de la contribución pirogénica del aire com

primido ayuda a que este servicio no disminuya la calidad de -

un proceso de manufactura, Frecuentemente ea utilizado para s! 

car tanques y accesorios menores requeridos por el proceso mi! 

mo. 

Para lograrlo se probaron 3 formas de mueetreo, 

Forma A,- Dejar que fluya el aire por 30 min. en un matraz 

Erlenmeyer apirogénico. Arrastrar con Agua apirogánica y auxi

liándose de un bal'lo ultrasonic. Probar la solución resultante 

con O.l ml. de Reactivo L,A.L, 

~orma B.- El mismo fundamento que "A" pero ahora usando -

200 ml. de Agua Destilada anirogénica en un matraz Erlenmeyer 

de 500 ml, 

Forma c.- Substituir el Agua apirogénica por Solución -

Amortiguadora de Fosfatos pH 7. 

Control Negativo.- Se burbujea aire prefiltrado por 30 min, 

en un matraz Erlenmeyer apirog6nico conteniendo 250 ml. de 

Agua libre de pir6genos previamente evaluada. 

Control Positivo.- Se muestrea aire del medio ambiente y 

se hace incidir sobre un medio acuoso como el que se describe 

para Control Negativo. 

Operativamente se seleccionaron 2 nuntos de muestreo: Pila 
to H, salida inmediata del Generador de Aire Comprimido, sin -

prefiltro-filtro; Punto "S", Toma de Uso en Area Estéril, aire 

filtrado, Teniéndose las siguientes observaciones: 
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Las 72 pruebas realizad~e incluyendo el Control Positivo y 

las tomas de aire sin filtrar, más suecentiblee al resultado P2 
aitivo eenerado, fueron reproducibles reportando resultados ne

gativos. Aleunos tubos de reacci6n presentaron ligeros gl"U!!IOS -

que no llegaron a gelificar nero que desvían la orientsci6n del 

análisis a parámetros eomo1 estudio cromatográfico de las solu

ciones donde se burbuje6 el aire en busca de interferencia quí

mica con L.A.L., sensibilidad del reactivo, partículas contami

nantes suspendidas en el aire del medio ambiente que form6 el -

Control Positivo, etc. 

Finalmente como informaei6n adicional anotaremos que la ~ 

Prueba de Control en Proceso más común nara dar seguimiento a -

la calidad microbiol6gica del aire comprimido en escencia con~ 

siete en burbujear aire de la toma de uso en lfedio llutritivo lf 

quido (soya y tioglicolato), incubar y observar turbidez. Obvi.!!,. 

mente el factor tiempo representa una raz6n de peso para conti

nuar en el desarrollo de un procedimiento práctico que evalde -

el aire en menor tiempo. 
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CAPITUW V 

5.1.- RESUMEN. 
Independientemente del Método o forma de evaluación que se 

use, la elaboraci6n de un producto inyectable farmacéutico con

lleva la responsabilidad de nrobe.r su calidad microbiológica P! 

ra aeegurar que no es nirogénico. 

Despuée de más de 40 años, la Industria Farmacéutica cuen

ta con un V.étodo Alterno para evaluar la calidad pirogénica en 

Agua de Uso Farmacéutico (Agua para Inyección, Agua Bacteriost!, 

tica para Inyecci6n, Agua Estéril ue.ra Inhalación, Agua Estéril 

para Inyecci6n y Agua Estéril para Irrigación). Su uso está am

pliamente autorizado previa validación en particular, 

La Prueba Oficial de Pir6genos (in-vivo) estimuló el des

arrollo de la Prueba de Pir6genos In-Vitro por su alto costo, -

difícil ejecuci6n, variabilidad común de todo sistema biológico, 

tiempo de reepuesta, etc. 

La Prueba In-Vitro a base de amebocitos de Limulus, lisa-

doe y liofilizados, se nos ofrece en primera instancia como una 

Prueba de Pir6genoe "presuntiva" para productos inyectables 

farmac~uticos. Une vez demostrada su equivalencia y paralelismo 

con la Prueba u.s.P., alcanzará el mismo rango ("confirmativa") 

que ésta ~ltima, tal y como sucedió con la autorización por la 

Food e.nd Drug Administration nara aplicarse en Agua de Uso Far

macéutico. 
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Prácticamente la utilización del Mátodo In-Vitro represen

ta para el Laboratorio de Control una alternativa en la libera

ción de Agua para uso en fabricación, como un servicio de Con~ 

trol hacia Producción que debe darse en el menor tiemryo oosible 

ein que afecte de paso la programación de las ptuebae In-Vivo -

para Producto Terminado. Sin e~bargo es recomendable su aplica

ción en primera instancia como una Prueba de Control en Proceso 

para desarrollar habilidad en el manejo e interpretación de la 

metodología L.A.L. 
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CAPITULO VI 

6.1.- CONCUJSIONES. 

De la comparaci6n obtenida entre la Pzueba ?armacopeica y 

la Prueba In-Vitro del lieado de amebocitoe de LimUlus (L.A,L,) 

se tienen las siguientes conclusiones: 

1.- La Metodología experimentada comprueba laa bases para 

aplicarse como una Prueba de Control, en Proceso. 

2.- Se probd oon buenos resultados que la Prueba In-Vitro 

es un valuarte para el control del grado pirogánico en los Ser

vicios AllJCiliares como aire comprimido, vapor, contenedores pri 

marios, etc, 

3.- Se observó que la Pzueba ee aplicable a nivel de Mate

ria Prima (a base de Clorhidrato de Lincomicina) y Producto Te~ 

minado. El trabajo experimental moetr6 buena compatibilidad con 

el liofili~ado de amebocitoe de Limulue, 

4.- Comprobamos que esta Prueba de Pir6genoe, integrada a 

un Sistema o Red de Agua validado, es un parkictro da alerta ~ 

te la presencia inesnerada y no deseable de f'uentes pirogénicae. 

El area de Mantenimiento recibe en poco tiempo informaci6n de -

las condiciones microbiol6gicaa del suministra de Agua. 

5.- La Prueba es eficiente para ser usada en Procesos Par

macéuticos. Rn el costo de ambas pruebas, la de conejo ea más -

cara ya que es indispensable un Bioterio instalado (equipo, ani 

malee certificados, etc.) y en el caso del reactivo L.A.L, es -

el costo del miemo y la habilidad de la persona que la desarro

lla, 
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6.- Se propone una secuencia 16gica y sencilla para utili

zar el reactivo L.A.L. semicuantitativamente por su respuesta -

gel-no gel. 
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