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RESUMEN 
 

Los pirógenos son sustancias bacterianas que pueden resistir los métodos 

convencionales de esterilización presentándose en grandes cantidades después de la 

muerte y lisis de celular, su administración en productos parenterales contaminados 

provoca fiebre al hombre y/o animales, siendo los más importantes las endotoxinas de las 

bacterias Gram negativas. 

La prueba LAL (Limulus amebocyte lysate) se emplea para cuantificar las 

endotoxinas  mediante una reacción de coagulación y formación de un gel. 

Esta prueba debe ser validada en cada producto para demostrar la factibilidad de 

aplicarla con resultados confiables. 

En el presente trabajo se validó la Prueba de endotoxinas bacterianas por el método 

de Gel Clot en tres lotes del producto final Clindamicina 600mg / 4mL inyectable, para lo 

cual se trabajó con equipos calificados, reactivos vigentes y de potencia certificada, 

material apirógeno. 

Se encontró que en los tres lotes del producto no se presentaron interferencias 

(magnificación ni inhibición) lo cual demostró la aplicabilidad del método a esta 

formulación.  

El desarrollo del presente trabajo permitió demostrar que es válido el uso de este 

método para determinar el cumplimiento del límite de las endotoxinas bacterianas y liberar 

nuestro producto cumpliendo los requerimientos reglamentarios. 

Palabras clave:  

LAL, Clindamicina inyectable, endotoxina, pirógeno, Lipopolisacárido (LPS). 

 

 

 



 

 
SUMMARY 

 
 

Pyrogens are bacterial substances which can resist the conventional sterilization 

methods and are found in great quantities after death and cellular lysis. They induce 

fever when administered to humans and animals in contaminated parenteral articles. 

The most important pyrogen is the endotoxin of the Gram negative bacteria.  

LAL test (Limulus amebocyte lysate) is used to quantify endotoxins based on a 

coagulation reaction with endotoxin giving a gel. 

LAL test must be validated to demonstrate the feasibility to apply this test with 

certain results. 

In this monograph I got the Validation of LAL Test by Gel Clot technique on three 

batches of Clindamycin 600mg / 4mL phosphate injection, for the development of this 

work, calificated equipment, reagents validated, apyrogen materials were used. There 

was found a good response of the test. 

In the three batches, I found that the product doesn’t interfere (neither magnify 

nor inhibit), so it was demonstrated that we can apply this test to this formulation. 

The development of this work demonstrated that this method can be used to 

ensure that the product meet the bacterial endotoxin limit. 

 

Key Words:  

LAL, Clindamycin injection, endotoxin, pyrogen, Lipopolisaccharide (LPS) 
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1. INTRODUCCIÓN 

La misión de la Industria Farmacéutica es la Salud Pública y su objetivo es la 

calidad del medicamento, por ello, los productos farmacéuticos se elaboran dando 

cumplimiento a las Buenas Prácticas de Manufactura, empleando métodos y técnicas 

que aseguren la obtención de fármacos de calidad que restablezcan la salud de los 

pacientes. (1) 

La manufactura de productos inyectables involucra una serie de operaciones y 

controles rigurosos orientados a obtener un producto que cumpla las especificaciones 

fisicoquímicas y microbiológicas exigidas en las  Farmacopeas oficiales vigentes dando 

especial énfasis en asegurar su esterilidad y evitar la presencia de agentes 

contaminantes (microorganismos, partículas, pirógenos). (2) 

El control microbiológico en los productos parenterales es importante ya que en 

su administración, los mecanismos de defensa primarios no actúan y  se requiere que el 

fármaco sea inocuo asegurando que no se ponga en riesgo al paciente por causa del 

medicamento. (2) 

Las pruebas microbiológicas que se realizan para los productos parenterales 

como productos finales  son dos: 1) La esterilidad: que garantiza la ausencia de 

bacterias, hongos y levaduras, y 2) Endotoxinas bacterianas: Cumplimiento del límite de 

endotoxinas indicado en la farmacopea para cada producto. Ambas pruebas son 

requerimientos microbiológicos exigidos por las entidades regulatorias nacionales e 

internacionales. Las endotoxinas bacterianas son  sustancias pirogénicas por tener la 

capacidad de producir fiebre cuando son  administradas  a las personas. Su 

determinación en los medicamentos parenterales es de suma importancia pues, a  

pesar  de  conseguir  un  producto  estéril (con  ausencia de bacterias), éste puede 

contener moléculas bacterianas inertes que pueden   provocar   fiebre  y  toxicidad  en  

los  pacientes.   
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Todos los lotes deben ser sometidos a la prueba de esterilidad  y de endotoxinas 

bacterianas desde la materia prima, el agua empleada en su fabricación hasta el 

producto terminado. 

La Prueba LAL (Limulus amebocyte lysate) - Método Gel Clot, detecta y 

cuantifica unidades de endotoxinas  basándose  en  el uso   del lisado  de  amebocitos  

del  cangrejo  de  la  herradura   “Limulus  polyphemus”  que  en presencia de éstas 

produce  una cascada de reacciones formando un gel. 

Esta  reacción  Endotoxina – Lisado  puede  verse  enmascarada  por diversos 

factores interferentes propios de la formulación del producto y su interacción con  el  

reactivo LAL. Para implementar el empleo de la prueba LAL, se precisa  contar  con  

dicha  técnica validada que demuestre que puede aplicarse al producto 

descartándose falsos  positivos  o negativos,  y asegurando de esta manera que será 

posible determinar el cumplimiento de las disposiciones reglamentarias y recuperar  la  

salud  de  los  pacientes  sin  causar reacción tóxica; por este motivo se plantearon los 

siguientes objetivos : 

- Demostrar que el producto no inhibe ni magnifica la reacción de gelificación de la 

prueba LAL 

- Emplear dicha técnica validada que nos permita determinar si el producto cumple 

con un título de endotoxinas menor a 0,58 UE/mg  establecido en la USP 27. 

- Implementar y estandarizar la técnica y metodología para dicho producto 

(diluciones, pH, etc) 

- Documentar el uso de  la  prueba   LAL  como  válida para este producto en los 

registros respectivos. 
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2. GENERALIDADES 

2.1 Validación, definición y objetivos : 

El término validación ha sido definido en la literatura de diversas maneras y por 

numerosos autores pero todos indican el mismo significado: especificar e implementar, 

aprobar y documentar. 

Mencionaremos como definición general a la dada por las Buenas Prácticas de 

Manufactura: obtención de pruebas con arreglo a las Normas de Correcta Fabricación 

de que cualquier procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema 

produce en realidad el resultado previsto. 

La definición analítica de Validación es el establecimiento de la evidencia documental 

de que un procedimiento analítico conducirá, con un alto grado de seguridad, a la 

obtención de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos 

de calidad previamente establecidos.  

Validar es verificar documentalmente que un método o proceso hace lo que tiene que 

hacer. (1) 

2.1.1 Razones que justifican la validación de métodos analíticos : 

Demostrar que los métodos son adecuados a los análisis propuestos en las 

condiciones descritas.  

La validación es la herramienta que permite obtener las pruebas documentales al 

respecto. Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los 

resultados, lo cual a su vez minimizará el número de errores y repeticiones 

permitiendo un importante ahorro de costo. 

Trabajar con métodos validados permite no sólo el conocimiento del método 

analítico sino también cumplir con las exigencias legales tanto del registro de 

especialidades farmacéuticas como de la Buenas Prácticas de Laboratorio, con el 

fin de asegurar la calidad y eficacia del producto. (1) 
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2.2 Control de Calidad de Productos Inyectables : 

La calidad se define como la capacidad de un producto para satisfacer las 

necesidades para las que ha sido creado, el control de calidad es un conjunto de 

actividades que aseguran que el producto cumple con las características requeridas en 

grado aceptable de conformidad con los límites establecidos.  

La calidad de los productos farmacéuticos esta garantizada por una buena 

práctica de manufactura durante todo el proceso productivo mas que por el análisis 

del producto final, es decir “La calidad se hace, no se controla”. (2) 

En la Industria farmacéutica, el Área de Cont rol de Calidad se encarga de 

verificar que el producto cumple con las especificaciones, su labor se inicia desde el 

análisis de materias primas, se extiende al control riguroso de las etapas de fabricación y  

finaliza con los controles del producto terminado. Asegura también la calidad de los 

materiales, reactivos y equipos que intervienen en el proceso analítico llevando en 

paralelo el control de la documentación.  El control de calidad puede comprender tres 

subáreas: Control Fisicoquímico, Control Microbiológico, Control Inspectivo y de material 

de Empaque. (2) Las pruebas que realiza el Área de Control de Calidad en las diferentes 

etapas de obtención de productos inyectables se resumen en las Figuras 1 y 3. 

 

* Fisicoquímico : Análisis de Materias primas 

* Microbiológico : Límite microbiano y LAL. de   materias primas 
 

* Análisis fisicoquímico del agua para Fabricación 

* Microbiológico : Prueba LAL al agua para fabricación  y      

  Control ambiental del Área de Manufactura (Clase 10 000) 
 

* Control en procesos : Determinación del pH y Gravedad específica. 

* Microbiología : Análisis de la biocarga del bulk antes de la filtración. 
 
 

* Microbiológico : Control ambiental del Área de Filtración (Clase 10 000) 
 

 

* Inspectivo : Control del volumen de las ampollas 

* Microbiología :  Control ambiental del Área estéril (Clase 100) 
 

* Microbiología :  Control de la esterilización en autoclave (Bioindicadores)  

 
 

* Fisicoquímico : Contenido de principios activos 

* Microbiología : Prueba de esterilidad, LAL. 

* Inspectivo : Aprobación de revisión de partículas extrañas. 

Figura 1. Diagrama de los trabajos de cada área de Control de Calidad. 

FFaabbrriiccaacciióónn  

EEnnvvaassaaddoo  
((ÁÁrreeaa  eessttéérriill)) 

AAuuttooccllaavvaaddoo  

AAmmppoollllaass  eennvvaassaaddaass  

MMaatteerriiaass  pprriimmaass  

FFiillttrraacciióónn  EEsstteerriilliizzaannttee
((ÁÁrreeaa  eessttéérriill))  

BBuullkk  ((SSeemmiieellaabboorraaddoo))  
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2.3 La Manufactura de Productos Inyectables : 

El proceso de manufactura de productos parenterales es el siguiente: 

Lavado de ampollas :   

Las ampollas que ingresan a la planta (abiertas y no estériles) pasan por un proceso de 

lavado para eliminar residuos y partículas. Se lavan con agua destilada aprobada por 

control de calidad, a temperatura de 50 a 70º C y que pasa por un filtro de 3 micras. 

El lavado comprende 4 fases: la fase 1 es inyección de aire filtrado al interior de las 

ampollas. La Fase 2 : inyección de agua filtrada a las ampollas. La Fase 3 : se repite la 

fase 1 y la Fase 4 en la que se repite la fase 2. 

Las ampollas limpias se trasladan al horno de despirogenización en una cabina de flujo 

laminar de transporte.  

Esterilización :  

Después del lavado, las ampollas se colocan en recipientes de acero inoxidable 

denominadas cacerinas y se someten a esterilización por calor seco a 250º C por 2 

horas en un horno de esclusa que permite el ingreso de las ampollas sin esterilizar por 

una puerta y el retiro de las mismas una vez esterilizadas por la puerta que da al área de 

envasado. La carga colocada deberá ser en número y orden determinado por el 

proceso de validación.  

Manufactura :  

Paralelamente a las operaciones de lavado y esterilización de las  ampollas se fabrica el 

bulk (solución inyectable en granel) en un ambiente no estéril (Clase 100 000) en un 

tanque mezclando las materias primas de la formulación: principios activos, agua libre 

de endotoxinas y excipientes según el  procedimiento respectivo. 

Filtración :  

Se realiza bajo una cabina de flujo laminar (Área Clase 100)  

Terminado y analizado el bulk, se esteriliza por el método de filtración a través de una 

membrana de 0,2 micras, que garantiza que todas las bacterias presentes en el bulk 

queden retenidas en el filtro. Esta membrana tiene una presión de punto de burbuja de 
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50 psi. Antes de la filtración se realiza la prueba del punto de burbuja para asegurar que 

la membrana se encuentra íntegra. En esta prueba se presuriza el sistema de filtración 

hasta aproximadamente 40 psi y luego lentamente se incrementa la presión hasta 50 psi 

(se observa una rápida y continua corriente de burbujas), cuando alcanza la presión 

indicada, se debe mantener no menos de 10 segundos y no debe observarse pérdida 

de presión lo que garantiza que no hayan orificios.  Esta prueba se hace al inicio y al 

final de la filtración y finalizado para asegurar que la membrana se mantuvo en las 

mismas condiciones durante todo el proceso.  

El bulk filtrado se queda en el área estéril en el frasco para envasado.  

Envasado y Sellado :  

Se realiza en el área estéril, se retiran cuidadosamente las cacerinas del horno y se 

colocan en la zona de envasado. Con las ampollas estériles y la solución estéril (dentro 

del área estéril según Figura 2) y  se procede a envasar en una máquina en tres fases : 

Fase 1 : inyección de la solución en las ampollas  

Fase 2 : inyección de nitrógeno en las ampollas  

Fase 3 : cierre o sellado de las ampollas con calor (llama de gas y oxígeno) 

Antes de ingresar al área estéril, el operario debe verificar que la alimentación de gases 

sea conforme e ingresa con mamelucos estériles. El operario debe cumplir pautas de 

comportamiento que minimicen el riesgo de contaminación. El envasado se lleva a 

cabo en el área estéril (Ambiente clase 100) y bajo flujo laminar. La temperatura se 

mantiene en 21º C + 2 º C y la humedad relativa en 45 + 5%. El aire ingresa pasa por 

filtros absolutos con filtro terminal tipo HEPA de 99,97% de eficiencia con retención de 

partículas de hasta 0,5 micras de diámetro. La renovación del aire del área no es menos 

de 20 cambios por hora con presión positiva mayor de 0,05 pulgadas de agua. 

Prueba de hermeticidad :  

Las ampollas se someten a esta prueba para detectar posibles fugas o defectos de 

cierre imperceptibles al ojo humano. Se realiza al 100% de las ampollas envasadas para 

verificar que el cierre sea hermético. Se emplea azul de metileno al 0,1% en el cual se 
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sumergen las ampollas sometiéndose a vacío controlado, para  que las ampollas que 

pudiesen presentar fugas se coloreen internamente. 

Inspección de partículas extrañas:  

Personal entrenado revisa el total de ampollas separando aquellas que presentan 

partículas extrañas insolubles, móviles diferentes a burbujas de gas involuntariamente 

presentes que serán luego parte de la merma.  Esta inspección se realiza en una 

pantalla que consta de paneles de contraste iluminados: un panel negro mate (sin 

brillo), otro panel blanco mate y un portalámpara fijo. 

El personal del área de revisión de ampollas pasa anualmente por un examen de 

aptitud visual. Se pueden encontrar defectos como residuos de vidrio, puntos negros, 

ampollas quemadas, con falla de impresión, pelusas, volumen bajo, falla de cierre, etc. 

Empaque :  

Las ampollas que pasan la inspección visual son acondicionadas en sus empaques 

secundarios y son llevados al almacén en calidad de cuarentena hasta su liberación  y 

futura distribución a las farmacias.  (3) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Esquema del proceso de fabricación de productos inyectables : Lavado – Manufactura – 
Esterilización - Filtración – Envasado – Inspección de partículas y Acondicionado.- Adaptado de “El  
Dilema de los Estériles” N. Aguliera / J. Calero / J. Giraldo/F. Gómez  1999 (3).  
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Figura 3. Esquema ilustrativo de los procesos conjuntos de Manufactura y Control de Calidad 
Diseño: J. Solís Asencios 2004. 
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2.4 El Control Microbiológico en la Manufactura de Productos Inyectables : 

La calidad microbiológica de todo producto farmacéutico se ve influenciada 

por el medio ambiente en el que se fabrica y por los materiales utilizados en su fórmula; 

su carga bacteriana representa la sumatoria de la carga inicial de las materias primas, 

equipos, ambiente, operadores y envases utilizados en su fabricación.  

El control microbiológico verifica que cada una de estas variables cumplen las 

especificaciones, confirma que los procesos se están realizando de acuerdo a lo 

establecido y nos da la seguridad de que las condiciones ambientales y personales son 

adecuadas dando como resultado un producto de buena calidad que cumplirá su 

objetivo.  

La manufactura de productos parenterales requiere un control microbiológico 

estricto que involucra todos los procesos, mencionamos algunos de estos. 

q Control Ambiental : 

Es la evaluación microbiológica de los ambientes de producción que evalúa el 

proceso de limpieza y sanitización, así como el correcto comportamiento del personal 

indicando que el área está bajo control. En algunos casos se realiza diariamente 

aunque no estén en operatividad (área estéril). 

La USP 27 acoge la Norma Federal Estándar 209E que indica el diseño y la 

construcción de ambientes controlados y ambientes limpios basándose en los límites de 

partículas de tamaño mayor o igual a 0,5 micras. La industria farmacéutica adopta esta 

norma desde los valores de la clasificación M 3,5 hacia delante según Tabla 1. Los 

parámetros microbiológicos se presentan en la tabla 2. (4) 

Se evalúa el nivel de partículas no viables considerando que los microorganismos 

se encuentran asociados a partículas de 10 a 20 micras y podrían influir en dos 

requerimientos del  producto final: partículas extrañas y esterilidad.  

Un área limpia es aquella que cuenta con un control de la contaminación por 

microorganismos y/o partículas no viables. Según la Federal Estándar 209E, los ambientes 

se clasifican en 3 grupos: 
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Ø Área Clase 100, ambientes críticos controlados ó “Clean rooms” :  donde el 

número de partículas no excede 100/pie3. Por  ejemplo bajo flujo laminar del 

área estéril de inyectables. 

Ø Área Clase 10 000: donde el número de partículas no excede 10 000/pie3 como 

son las áreas de soporte o adyacentes a las de clase 100. 

Ø Área Clase 100 000 :  el número de partículas no excede 100 000/pie3 

Por ejemplo las áreas de manufactura de productos no estériles. 

Se debe contar con un programa de control ambiental, establecer  parámetros, 

frecuencias de muestreo y acciones preventivas. (4) 

 

 Clase Partículas iguales o mayores a 0,5µm 

 SI U.S. (m3) (pie3) 
 M1  10.0 0,283 
 M1.5 1 35.3 1 
 M2  100 2,8 
 M2.5 10 353 10 
 M3  1,000 28,3 
 M3.5 100 3,530 100 

 M4  10,000 283 

 M4.5 1,000 35,300 1,000 
 M5  100,000 2,830 
 M5.5 10,000 353,000 10,000 
 M6  1,000,000 28,300 
 M6.5 100,000 3,530,000 100,000 
 M7  10,000,000 283,000 
 Tabla 1. Clasificación de Ambientes por partículas   
 * Adaptado de la U.S. Federal Standard 209E, Setiembre 11, 1992- "Airborne particulate Cleanliness 

 Classes in Clean Rooms and Clean Zones" USP 27 Página 2560.  
   

 
 

 
 
 
 

 
 

 Clase * ufc por metro cúbico  ufc 

     de aire (m3)  (pie3) 

 SI U.S.     
 M3.5 100 Menor de 3 Menor de 0,1 
 M5.5 10,000 Menor de 20 Menor de 0,5 
 M6.5 100,000 Menor de 100 Menor de 2,5 
 Tabla 2. Referencias de limpieza en unidades formadoras de  Colonia (ufc) 
 en ambientes controlados (usando muestreador de aire o equivalente) 
 * Según definición de U.S. Federal Standard 209E, Setiembre 1992. 

 ** Debe muestrearse suficiente volumen de aire para detectar sobre el límite establecido. USP 27 Página 2562.
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q Control de Uniformes : 

El uniforme corresponde a la indumentaria que el personal utiliza en las áreas de 

trabajo, estos pueden contribuir con partículas viables y no viables en el ambiente. 

La principal fuente de contaminación en los ambientes controlados son los 

operarios y el área de microbiología debe verificar que el personal y su indumentaria  

estén cumpliendo las especificaciones (según tabla 3) con muestreos periódicos 

aleatorios según procedimiento. 

Se evalúan los uniformes del personal que labora en las áreas de manufactura y 

filtración–envasado (área estéril) con la finalidad de verificar que ofrezcan las 

condiciones apropiadas de asepsia. 

El personal que trabaja en el área de filtración–envasado debe vestir 

correctamente un mameluco estéril que no desprenda fibra ni partículas evitando que 

ingrese contaminación. 

Para el análisis se emplea el método de contacto directo con el agar usando  

placas Rodac ó el método del hisopado. (4) 

Clase * ufc por placa de contacto  
    Guantes Ropa 

SI U.S.     
M3.5 100 3 5 
M5.5 10,000 10 20 

Tabla 3. Referencias de límites de limpieza de uniformes del personal   
operario de ambientes controlados en ufc.  

*  Las áreas de las placas de contacto varían de 24 a 30cm2. Cuando se hisope, el área muestreada 

debe ser mayor o igual a 24cm2 pero no mayor de 30cm2. USP 27 Página 2562. 

 

 

q Control de Superficies :  

El control de superficies permite evaluar que los de equipos e infraestructura de 

las áreas cumplen con las especificaciones (tabla 4) establecidas e minimizándose los 

riesgos de contaminación microbiana por contacto con el producto. (4) La superficie a 

muestrear es toda zona expuesta que está en contacto o sobre el cual se manipulan los 

productos farmacéuticos (mesas, equipos, etc). Se realiza el hisopado de paredes, pisos, 

mesas, partes de máquina, ropa, etc.   
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Los tanques de fabricación, la máquina envasadora, etc se hisopan según 

frecuencia establecida en el procedimiento para verificar la limpieza y determinar su 

vigencia en esta condición. También se realiza esta prueba durante la Validación de 

Limpieza y como análisis de soporte después de una recuperación del área aséptica de 

inyectables cuando se haya perdido la condición de esterilidad. 

 
 Clase * ufc por placa de contacto* 
 SI U.S.     
 M3.5 100 3 (incluyendo piso) 
 M5.5 10,000 10 (piso) 
                           Tabla 4. Referencias de limpieza de superficies y equipos  de  
                                                        ambientes controlados en ufc. 
                                  *  Las áreas de las placas de contacto varían de 24 a 30cm2. USP 27 Página 2562. 

 
 

 

 

q Control de Esterilizaciones : 

Todos los materiales, equipos, uniformes, etc empleados en la fabricación de 

inyectables deben ser esterilizados antes del uso. Dicha esterilización puede llevarse a 

cabo por 2 métodos: 

Por calor húmedo ; Autoclavado, 

Autoclave: equipo de cierre hermético, resistente a altas presiones y 

temperaturas en cuya cámara ingresa vapor, de calidad adecuada para esterilizar los 

productos que se colocan en su interior.  

El autoclavado emplea vapor saturado a  presión y temperatura regulada 

durante un tiempo determinado, suficiente para eliminar los microorganismos y dejar a 

los productos sometidos a este proceso en calidad de estériles.  

El área de Producción esteriliza por autoclave los materiales que no resisten altas 

temperaturas : uniformes, equipos de filtración, agua, muestreador de aire, equipo de 

filtración esterilizante, sistema de envasado (agujas dosificadoras, mangueras, jeringas, 

válvulas de alimentación, varillas de aspiración), materiales de limpieza del área estéril, 

etc empleando un bioindicador para verificar la idoneidad del proceso. El bioindicador 

es una ampolla conteniendo esporas de Bacillus stearothermophyllus ATCC 7953.   
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En un correcto proceso de autoclavado a 121º C x 75 minutos a 1 atmósfera de 

presión  (según validación vigente), las esporas experimentan destrucción total, pero a 

temperaturas mas bajas o un tiempo menor pueden sobrevivir parcialmente.  

Estas ampollas se colocan junto con la carga normal a autoclavar también 

establecida en la validación y luego se incuban a 60 + 2º C durante 48 horas. El área de 

Microbiología evalúa los resultados del bioindicador y de las cartillas registradoras de 

autoclavado. 

Adicionalmente se emplean cintas indicadoras que tienen la propiedad de 

cambiar de color después del proceso. 

Por calor seco : Se lleva a cabo en un horno calificado al que se le han determinado los 

puntos mas fríos. La esterilización se realiza a 170º C x 3 horas y  la despirogenización a 

250º C x 2 horas según calificación (ejemplo en tabla 5). 

Esterilización y Despirogenización por calor seco: 

Esterilización es el proceso por el cual se destruye totalmente las formas vivas 

(microorganismos, hongos y levaduras) aplicando calor a altas temperaturas. 

Despirogenización es el  proceso de destrucción de pirógenos por medio del calor a 

temperaturas mucho mas elevadas. 

La correcta esterilización y despirogenización por calor seco es revisada en las 

cartillas circulares graficadoras del proceso que son verificados por microbiología y se 

corrobora con la prueba de esterilidad de ampollas vacías.  

Este control es importante para verificar las condiciones de esterilidad de las 

ampollas de vidrio vacías empleadas en el envasado de inyectables y es una prueba 

de apoyo a la Validación de llenado aséptico. 

Estas pruebas nos permiten confirmar que el proceso de esterilización  ha sido 

adecuado garantizando resultados confiables y repetitivos en la obtención de un 

producto o material estéril. (4) (5) (6) 
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Tipo de carga 
Nº ampollas 
por cacerina 

* 

Nº cacerinas 
por carga * 

Temperatura de 
trabajo * 

Tiempo del 
ciclo de 

desp./ ester. 
* 

Protocolo de 
validación 

Ampollas de 2mL 630 80 250º C 2 horas PV-PM.......... 
Ampollas de 3mL 450 78 250º C 2 horas PV-PM.......... 
Ampollas de 5mL 300 70 250º C 2 horas .................. 

Tabla 5. Referencias de cuadros de tiempo y temperatura del ciclo 
de esterilización y despirogenización de ampollas por tipo de carga  

*  Datos determinados por el proceso de validación de esterilización y despirogenización vigente en el laboratorio. 
 
 

q Control de detergentes y desinfectantes : 

El área estéril de inyectables se limpia diariamente con desinfectantes estériles 

(Quilbac, tegol 2%, alcohol fenol 5%, alcohol 70º, etc) los cuales han sido analizados y 

aprobados por el área de microbiología. Estos desinfectantes se emplean para realizar 

los procesos de limpieza ordinaria (diariamente al término de la jornada), la 

desinfección (semanalmente con bomba de pulverización conteniendo 5 litros de la 

solución desinfectante de turno) y  en la rotación de desinfectantes (eliminando los 

restos del desinfectante anterior con agua destilada y posterior desinfección con el 

nuevo desinfectante)  

La rotación de desinfectantes es el cambio alternado del desinfectante a utilizar 

para evitar resistencia microbiana. Cada limpieza y rotación de desinfectantes va 

acompañado de su control ambiental para determinar la  validez del proceso, se lleva 

a cabo una vez al mes. Cada ingreso de detergente a ser usado en el área de 

inyectables es analizado para determinar que su calidad microbiológica cumple las 

especificaciones. 

q Control de gases : Anhídrido carbónico y nitrógeno 

Estos gases se emplean para sustituir el aire de las ampollas a fin de  evitar la 

alteración  por oxidación del aire. (7) 

Se determina la esterilidad de los gases empleados en la manufactura, filtración 

y envasado de productos inyectables para verificar las condiciones de pureza y 

esterilidad requeridas. Se controlan estos gases inertes del ambiente de manufactura, 

filtración, las agujas de pre y post gasificación. 
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q Análisis de Sistemas de Apoyo crítico : Agua – Aire – Vapor  

Sistema de Agua:  

El análisis microbiológico de los diferentes tipos de agua, asegura una buena 

calidad del sistema de almacenamiento, distribución y tratamiento de agua verificando 

el cumplimiento de las especificaciones establecidas. 

En necesario establecer un Programa de Monitoreo Fisicoquímico y 

Microbiológico de los diferentes tipos de agua utilizados. (4) 

En el laboratorio de microbiología, se analizan  cuatro tipos de agua: Agua 

potable, Agua ablandada, Agua destilada y Agua para inyectable. 

Cada tipo de agua cuenta con requerimientos microbiológicos (recuento y 

ausencia de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli según sea el caso) así como los 

valores a los cuales se deben tomar las medidas de alerta y acción según el 

procedimiento respectivo.  

Vapor: 

El vapor se emplea en varios equipos como: autoclaves, secadora de lecho 

fluido, chaquetas de calentamiento de marmitas, etc. 

El análisis microbiológico nos permite determinar que el vapor de calefacción 

generada en los calderos tiene la calidad microbiológica adecuada, para ello se 

recoge el condensado del vapor en recipientes estériles y se someten a las pruebas 

requeridas (esterilidad y LAL).   

Aire comprimido: 

El aire comprimido utilizado en diversos procesos es analizado para verificar que 

no aporta carga bacteriana al producto. En el área de inyectables el aire comprimido 

interviene en la lavadora de ampollas y en la envasadora, también se emplea en otras 

áreas de producción como en la encapsuladora, en los procesos de secado de 

materiales, recubrimiento de tabletas, etc.  
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q Control de Flujos Laminares : 

Según frecuencia indicada en procedimiento y durante la calificación de 

ambientes, se muestrean los flujos laminares tanto de microbiología como de las áreas 

de producción para evaluar el recuento de partículas viables que garanticen el buen 

estado de los filtros de la cabina, en paralelo se cuantifican las partículas no viables 

para tener un resultado global. 

 

q Pruebas de los inyectables como producto terminado : 

 

Esterilidad: 

Esta prueba evalúa si el producto esta libre de microorganismos viables  

garantizado su inocuidad  y su liberación para su uso por los pacientes. 

Se filtra 100mL del producto en un equipo de filtración estéril, se enjuaga con 

300mL de agua peptonada ó el número de veces según indica la prueba de 

bacteriostasis  y se coloca la membrana en caldo casoy y tioglicolato.  

Se espera 14 días controlándose diariamente el desarrollo de turbidez al final de 

los cuales al no haber crecimiento el producto tendrá calidad de “estéril” (4) 

 

 

Control Ambiental del área de Control de Esterilidad : 

La prueba de esterilidad se lleva a cabo en el área estéril de microbiología que 

es rigurosamente controlado como el del área  de inyectables. 

Durante la prueba se muestrea en paralelo el ambiente para garantizar que las 

condiciones ambientales son óptimas para desarrollar el test evitando riesgos de 

contaminación y falsos positivos. 

Los requerimientos iniciales para llevar a cabo esta prueba son la Promoción de  

Crecimiento y la Prueba de Bacteriostasis y Fungistasis. 
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Promoción de crecimiento:  

La promoción de crecimiento consiste en inocular 3 unidades del lote de cada  

caldo con suspensiones de cepas ATCC (según tabla 6) que tengan concentración de 

10 a 100 ufc/mL  según lo indica la farmacopea, se incuban los caldos a las condiciones 

de cada bacteria y en paralelo se coloca un blanco.  

Se debe evidenciar crecimiento sólo en las unidades inoculadas, lo cual indica 

que los medios (caldo casoy y caldo tioglicolato) logran recuperar los microorganismos 

descartándose falsos negativos durante el ensayo de esterilidad.  (4) 

Prueba de Bacteriostasis y Fungistasis : 

La bacteriostasis es la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano y la fungistasis es 

la capacidad de inhibir el crecimiento de hongos. 

Esta prueba nos permite verificar la adecuada eliminación de los conservadores 

de la muestra mediante enjuagues sucesivos con agua peptonada determinándose el 

número de enjuagues necesarios para que no se produzca inhibición de los 

microorganismos que puedan estar presentes en la muestra. Esto permite asegurar que 

los resultados obtenidos en la Prueba de Esterilidad son confiables.  

La mayoría de productos farmacéuticos tienen conservadores en su formulación 

los cuales inhiben el crecimiento bacteriano. En la prueba de esterilidad se debe 

enjuagar la membrana con 300mL de agua peptonada a fin de eliminar la presencia 

de dichos conservadores en la membrana filtrante. Muchas veces es necesario 

enjuagar un mayor número de veces para eliminar totalmente los residuos 

bacteriostáticos (por ejemplo antibióticos inyectables u otros). 

Para ello se filtra 100mL del producto, se inocula la membrana enjuagada con 

cepas de bacterias entre 10 – 100 ufc/mL  (según tabla 6) y se incuba conjuntamente 

con un control positivo que consiste en  inocular la membrana con dicha suspensión 

pero sin filtrado inicial de producto.  
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Debe evidenciarse igual crecimiento. Si hubiese menor turbidez que el control 

positivo indica que hay bacteriostasis y por ende, se debe agregar mas agua 

peptonada hasta encontrar el número de enjuagues necesarios.  

Esta prueba incluye controles positivos a ser realizadas con cepas ATCC. (4) 

 

  
  
 Incubación  ( 7 días) 
 

Medio Microorganismo Nº ATCC 
Temperatura  Condiciones 

 Fluido Tioglicolato Staphylococus aureus ATCC 6538 32,5 ± 2,5 º C Aeróbica 
   Pseudomonas aueruginosa ATCC 9027 32,5 ± 2,5 º C Aeróbica 
   Clostridium sporogenes ATCC 11437 32,5 ± 2,5 º C Anaeróbica 
 Caldo Casoy Bacillus subtilis ATCC 6633 22,5 ± 2,5 º C Aeróbica 
   Candida albicans ATCC 10231 22,5 ± 2,5 º C Aeróbica 
   Aspergillus niger ATCC 16404 22,5 ± 2,5 º C Aeróbica 

Tabla 6. Microorganismos usados en la Promoción de crecimiento y en la  prueba de  

Bacteriostasis y Fungistasis en productos inyectables  

Adaptado de la  USP 27 Página 2158 
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2.5 Las Bacterias Gram Negativas 

La pared celular es la capa rígida que da forma a la bacteria y que cubre la 

membrana citoplasmática, protegiéndola de la lísis osmótica y de sustancias tóxicas. 

La tinción Gram es una técnica muy utilizada que fue descubierta por el danés 

Christian Gram en 1884. Según la técnica, el cristal violeta  actúa  como tinción primaria 

uniéndose a la pared celular bacteriana después de un tratamiento con una solución 

yodo-yodurada que sirve como mordiente para unión del colorante.  Debido a la 

naturaleza de su pared celular, las bacterias Gram positivas tienen la habilidad de 

retener el cristal violeta aun después de decoloración con solución orgánica (alcohol- 

acetona) viéndose azul-violeta al microscopio. Las bacterias Gram negativas pierden la 

tinción del cristal violeta al decolorarse debido al alto contenido lipídico de su pared 

celular y posteriormente captan la coloración de la safranina viéndose rojas al 

microscopio. Otro grupo de bacterias al cual pertenecen las micobacterias  son 

denominadas bacterias alcohol-ácido resistentes, están cubiertas de un grueso material 

céreo que resiste la tinción pero una vez teñidas con carbolfucsina resisten la 

decoloración con solventes orgánicos fuertes como alcohol - ácido. (8) 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 4. Estructura de la Pared celular de la bacteria Gram positiva y sus partes. 
Adaptado de “LAL Methods and applications” Associates of Cape Cod Inc. 1999. 

 

La diferencia estructural entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas se 

puso de manifiesto con el desarrollo del microscopio óptico de transmisión: la pared 

celular Gram positiva esta formada por una única capa homogénea de 20 a 80nm de 

espesor (figura 4), por el contrario, la pared de la célula Gram negativa es bastante 

compleja pues posee  una capa de peptidoglicano de 2 a 7 nm de grosor rodeada por 
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una membrana externa de 7 a 8nm (Figura 5), se observa además un espacio entre la 

membrana plasmática y la membrana externa denominado espacio periplásmico que 

es mas pequeño en las bacterias Gram positivas. (9) La estructura de la pared celular de 

las bacterias Gram negativas hacen que  se decoloren y tomen el color de la safranina 

viéndose rosadas al microscopio. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estructura de la Pared celular de las bacterias Gram negativas y sus partes. 
Adaptado de “LAL Methods and applications” Associates of Cape Cod Inc. 1999. 

 
 

Las bacterias Gram negativas presentan una pared celular mucho mas 

compleja y en ella una sustancia lipopolisacárida: la endotoxina bacteriana que es un 

componente tóxico de gran importancia en la industria de productos parenterales. 

(Figura 6) 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 6. Dibujo de las diferencias entre las envolturas celulares de las bacterias Gram positivas y Gram 
negativas tomado de http://danival.org/bacteria/morfo/bac_morfo-gp-gn.html acceso 26-02-03 
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Los componentes de la pared celular de las bacterias Gram negativas son : 

1. Capa de peptidoglicano : da forma a la bacteria y previene de lisis osmótica. 

2. Membrana externa : estructura de bicapa lipídica exclusiva de las bacterias 

Gram negativas que se encuentra en la superficie externa de la bacteria,  

compuesta de fosfolípidos, lipoproteínas,  lipopolisacáridos (LPS) y diversas 

proteínas, como las porinas o canales proteicos.  Los LPS de la membrana 

externa son únicos y específicos de las bacterias Gram negativas, y son las 

responsables de las propiedades biológicas. 

3. Espacio periplásmico - Periplasma : Se encuentra entre la membrana externa y la 

membrana citoplasmática. Contiene al periplasma que es un material 

gelatinoso, contiene enzimas importantes para la nutrición en estas bacterias. (9) 

(10) 

   

Pared celular Gram positiva    Pared celular Gram negativa  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Diferencias estructurales entre las Bacterias Gram positivas y Gram negativas. 

Adaptado de “LAL Methods and applications” Associates of Cape Cod Inc. 1999. 
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2.6 Toxinas bacterianas: Exotoxinas y Endotoxinas. 

La intoxicación es una enfermedad originada por una toxina que puede ser 

exotoxina ó endotoxinas (Ver cuadro comparativo en la tabla 7). La palabra toxina 

deriva del latín Toxicum que significa veneno y es una sustancia específica a menudo el 

producto metabólico del organismo que daña al hospedero.  

Las exotoxinas son proteínas (a menudo enzimas) solubles, termolábiles que el 

microorganismo patógeno libera en su microambiente durante su crecimiento (Ver 

ejemplos en Tabla 8). Son sintetizados por agentes patógenos específicos que poseen 

plásmidos o profagos que transportan los genes codificadores de la exotoxina, son 

proteínas termolábiles que se inactivan entre los 60 y 80º C son tóxicas en dosis 

pequeñas (µg/g ejemplo la toxina del botulismo), estimulan la producción de 

anticuerpos (antitoxinas), son incapaces de producir fiebre y se clasifican como 

neurotoxinas, citoxinas o enterotoxinas  según su mecanismo de acción. (6) 

 

 Características                                  Endotoxinas Exotoxinas 
       
 Tipo bacteriano  Bacteria Gram negativa Mayoría de bacterias Gram positivas,  

    algunas Gram negativas. 
      
 Ubicación celular Lipopolisacárido de Citoplasma 
   la pared celular   
      
 Estructura química Porción lipídica del Proteínas 
   lipopolisacárido   

      
 Estabilidad al calor Estable Inestable 
      
 Toxicidad Baja Alta 
      
 Síntomas Inflamación, fatiga, desórdenes Necrosis celular y tisular 
   respiratorios, shock séptico. efectos neurológicos, deshidratción. 
      

 Enfermedades Shock séptico Botulismo, cólera, difteria. 
    

 
Tabla 7. Comparación de las Endotoxinas y Exotoxinas.  

Adaptado de “Microbiología” Prescott L, Harley J, Klein D, y de “Toxinas bacterianas” 
htpp://www.germology.com/bacteria.htm acceso 9-02-03 
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Las Endotoxinas están presentes en la pared externa de las bacterias Gram 

negativas. Se denominan así porque están ligadas a la bacteria y se liberan cuando el 

microorganismo es destruido, parte de las endotoxinas también se liberan durante la 

multiplicación bacteriana. Son termooestables, tóxicas en dosis elevadas, el lípido A es 

poco inmunogénico a diferencia de la cadena O-polisacárida. Generalmente similares 

entre sí en el Lípido A pero con grandes diferencias en la cadena O-polisacárida. 

      Producen efectos sistémicos: fiebre (son pirógenos), shock, etc. (6)  

 

Categoría Algunos Ejemplos 

Neurotoxina Clostridium botulinum 
  Clostridium tetani 
 Staphylococcus aureus 
  Bacillus cereus 

Enterotoxina Vibrio cholerae 
 Escherichia coli (cepas enteropatógenas) 
 Especies de Salmonella 
 Especies de Klebsiella 
 Clostridium perfrigens 

Citotoxina Especies de Shigella 
  Vibrio parahaemolyticus 

 Staphylococcus aureus 

  Clostridium difficile 

  
Tabla 8. Algunos ejemplos de bacterias productoras de Exotoxinas 

Tomado de “Microbiología” Prescott L, Harley J, Klein D. 1999 
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2.7 Pirógenos, las Endotoxinas Bacterianas: 
 

La palabra pirógeno se deriva de los vocablos: piro = fuego y gen = origen. Las 

primeras observaciones de reacciones pirogénicas datan de 1911  por Wechbelman 

quien describió ocasionales aumentos de temperatura y escalofríos en pacientes a 

quienes les administraba Arsfenamia por inyección intravenosa. Posteriormente Hart y 

Peridolf comprobaron que la inyección de agua  destilada en un aparato de vidrio no 

producía fiebre si se administraba recién destilada. En 1923 Sieber evidenció que las 

fiebres descritas por Wechbelman se originaban por presencia de sustancias de origen 

bacteriano, dando el nombre de pirógenos, estableciendo que dichas sustancias 

podían ser bacterias muertas, intactas o desintegradas o generalmente productos del 

metabolismo bacteriano. Sus experiencias le condujeron a desarrollar la prueba de 

pirógenos en conejos que aun se emplea en la actualidad. (2) 

Las bacterias Gram positivas, micobacterias, hongos e incluso virus  pueden 

producir sustancias pirogénicas, sin embargo los pirógenos producidos por las bacterias 

Gram negativas, las “Endotoxinas” son de gran importancia en la industria 

farmacéutica.  Su actividad pirogénica es mayor que la de cualquier otra sustancia, es 

por ello que se ha generalizado que la ausencia de endotoxinas en un inyectable, 

indica ausencia de compuestos pirogénicos en general. (11) 

Las endotoxinas fueron reconocidas a finales del siglo pasado después de la 

confirmación de que  además de las toxinas que las bacterias liberan (exotoxinas) 

algunos grupos de bacterias también producen moléculas biológicamente activas 

estables al calor asociadas a la célula misma de la bacteria. Inicialmente fueron 

encontradas en especies de Vibrio, Salmonella y Serratia. (11) 

Las Endotoxinas bacterianas son complejos de lipopolisacáridos (LPS) de alto 

peso molecular que constituyen el principal componente de la pared celular de las 

bacterias Gram negativas patógenas o no patógenas tales como E coli, Shigella, 

Pseudomonas, Neisseria, Haemophillus y otros. Ver Figura 8. 
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Las células viables producen pequeñas cantidades de endotoxinas durante su 

vida, pequeñas cantidades pueden ser liberadas en forma soluble especialmente por 

los cultivos jóvenes, sin embargo la mayor cantidad tiene lugar después de la muerte y 

lísis de la célula bacteriana. (12) (13). Durante casi 100 años, el término endotoxina ha 

descrito una toxina termoestable, pirógena y potencialmente letal de las bacterias 

Gram negativas que se había constituido en una plaga para la Industria farmacéutica 

pues la administración de fármacos contaminados con éstas producía complicaciones 

e incluso la muerte de los pacientes. (8) (9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Figura 8. Estructura química de la Pared celular de la bacteria Gram negativa, se aprecia el complejo 
lipopolisacárido (LPS) y sus partes: Lípido A, Polisacárido R y Polisacárido O.  
Dibujado por J. Solís a partir de “The Grapes of Staph” A Microbiology Lab Manual   
http://www.cat.cc.md.us/courses/biol230labmanua  1999  Gary E. Kaiser, Acceso 15-11-03 
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       Regiones de las Endotoxinas Bacterianas: 
 

Las endotoxinas tienen tres regiones denominadas como I, II y III que están 

representadas en las figuras 9 y 10. 

 Región I : El lípido A es el componente lipídico, es la región hidrofóbica del LPS, consiste 

en un disacárido de N-acetilglucosamina  (NAG) fosforilada con 6 a 7 ácidos grasos 

saturados. La estructura del lípido A es muy similar entre las bacterias Gram negativas.  

Región II : Se encuentra unida a la posición 6 de un NAG.  El antígeno R consiste en una 

corta cadena de azúcares. Se consideran 2 subregiones : 

La fracción del núcleo interno:  se encuentran 2 carbohidratos típicos de las bacterias 

Gram negativas : el ácido 2-ceto-3-deoxioctonoico (KDO) y L-glicero-D-manoheptosa. El 

KDO es único y siempre presente en LPS y constituye un indicador de endotoxinas.  

La fracción del núcleo externo:  esta constituido a base de hexosas (glucosa, galactosa), 

NAG, y a veces algunas hexosas mas raras.  

Con algunas variaciones ligeras, el polisacárido es común en todos los miembros de las 

bacterias del género Salmonella, pero es estructuralmente diferente en otros géneros de 

bacterias Gram negativas.  

Los géneros de Salmonella, Shigella y Escherichia tienen su parte polisacárida similar 

pero no idént ica. 

Región III : se encuentra unido al polisacárido R. Consiste en subunidades repetidas de 

oligosacáridos de 3 a 4 azúcares. 

Las cadenas individuales varían en longitud hasta mas de 40 unidades repetidas. El 

polisacárido es mas grande que el núcleo polisacárido y mantiene el dominio hidrofílico 

del LPS, es  el principal determinante antigénico de  la pared celular. (9)(10) (11) (12)  

La tabla 9 muestra un cuadro comparativo de estas tres regiones, 
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Figura 9. Esquema de las tres regiones del Lipopolisacárido  

Dibujado a partir de http://www.bact.wisc.edu/Bact330//lecturept acceso 15-03-03 
 

 

 
 

Región III : 
Región II : 

Antígeno R 
 

Región I : 
   Polisacárido O      Núcleo polisacárido     Lípido A      

   Antígeno O       Polisacárido R              
                             

   Dominio hidrofílico     Cadena corta de azúcares   Región hidrofóbica     
                              

   Sub-unidades de     Unida a la posición 6 del NAG   Es un dímero fosforilado de    
   oligosacáridos de     KDO-Hep-Glu-Gal-Glu-GluNAc-  N-acetilglucosamina (NAG)    
   3 a 5 azúcares      KDO = ácido 2-ceto-3-deoxi   con 6 o 7 Acidos grasos    

            octónico,    en LPS.     saturados.       
                                     
   Determinante antigénico   Similar pero no idéntico entre  La estructura del lípido A, es 

   principal (lugar de com-   miembros de un especie.   muy similar entre las bacterias 
   binación con anticuerpos)   Es estructuralmente diferente  Gram negativas.    
   La composición de azúcares  entre géneros de bacteria.   Constituye la parte tóxica de 

   varía enormemente entre   Ejm : los géneros Salmonella,  la endotoxnia.     
   especies.       Shigella y Escherichia tienen          
   Contribuye a la variedad de  núcleo polisacárido similar           

   tipos antigénicos.     pero no idéntico.             
                                                        
                             
 

Tabla 9. Las Regiones del Lipopolisacárido de las Endotoxinas Diseño J. Solís 2003. 
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Figura 10. Esquema de la molécula del LPS.  
Tomado de "LAL Methods and applications”, Associates of Cape Cod Inc, 1999 
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2.8 Actividad Biológica de las Endotoxinas Bacterianas: 

El lípido A  y la cadena de polisacáridos son los determinantes de la virulencia de 

las bacterias Gram negativas. 

Lípido A = componente tóxico 

Polisacáridos = no tóxicos, componentes inmunogénicos 

Las endotoxinas pueden provocar una serie de efectos fisiopatológicos como: fiebre, 

inflamación, destrucción tisular, déficit respiratorio, daño capilar, coagulación 

intravascular, hipotensión, shock, decaimiento corporal. 

Las endotoxinas (LPS) son pirogénos exógenos (ejemplos en la tabla 10) porque 

inducen la generación de pirógenos endógenos por los glóbulos blancos 

principalmente monocitos y macrófagos. 

Sustancias  
            
Bacterias Endotoxinas (Lipopolisacáridos) 

microbianas  Peptidoglucano 
  Acidos Lipoteioicos 
  Exotoxinas (Proteínas) 
  Virus Proteínas 
 Hongos Toxinas 

 
Algas Toxinas 

 
Sustancias no Antígenos (albúminas,  antibióticos) 
microbianas   Esteroides 

   
 

Tabla 10. Algunos ejemplos de pirógenos exógenos  
Tomado de "LAL Methods and applications”, Associates of Cape Cod Inc, 1999 

 

Se ha determinado que el tipo y la intensidad de la respuesta biológica 

depende de la fuente bacteriana, su estado de purificación y el tipo de solución en la 

cual esta presente. (11) 

Con la finalidad de protegerse de una infección, la primera medida de nuestro 

organismo es detectar la presencia de microorganismos extraños, reconociendo 

moléculas no asociadas a células humanas. Estas moléculas infecciosas se unen a un 

receptor promoviendo la liberación de proteínas de defensa denominadas citokinas. 

Este principio también se aplica en las endotoxinas. La secuencia de la reacción 

pirogénica (Ver figura 11) es la siguiente: El lipopolisacárido (LPS) es liberado de la 

membrana externa de su pared celular por lisis de la bacteria (el LPS                         
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puede encontrarse por ejemplo en un producto inyectable contaminado y llega al 

torrente sanguíneo durante la administración); se une a una proteína de unión al LPS, 

formándose un complejo “LPS-Proteína de unión”, este complejo viaja a través de la 

sangre y se une al receptor CD14 ubicado en la superficie de los macrófagos; (este es el 

mecanismo normal de defensa por el cual el organismo reconoce que hay invasión por 

bacterias). Los macrófagos se activan liberando moléculas de defensa, las citokinas. 

Las citokinas se unen a sus receptores en células específicas produciéndose mediadores 

inmunológicos de defensa innatos como, fiebre, inflamación, fagocitosis. Si se liberasen 

gran cantidad de citokinas, se produciría daño a nivel de vasos sanguíneos, disfunción 

respiratoria,  destrucción de tejidos, hipotensión, shock y muerte. (11) (12) (13) (14) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
          Figura 11. Esquema de la secuencia de liberación de endotoxinas y su actividad biológica.  (9) 
Dibujado por J. Solís a partir de http ://www.cat.cc.md.us/courses/biol230labmanua  1999 Acceso 15-11-03 
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activan el sistema del complemento el cual produce inflamación, activan la fibrinólisis, 

desencadenan reacciones enzimáticas que causan la liberación de bradicininas y otros 

péptidos vasoactivos causando hipotensión. (9) 

Un diagrama con estos efectos se aprecia en la figura 12.  

 

Mecanismo de la fiebre:  

El LPS posee escasa bioactividad directa, pero es una señal molecular que induce a 

los macrófagos para que produzcan pirógenos endógenos los cuales a su vez inducen la 

producción de mediadores como las prostaglandinas que actúan directamente sobre los 

centros de control de temperatura del cerebro. Estos pirógenos endógenos incluyen :  IL –1 

(interleukina 1), TNF - ?  (Factor de necrosis tumoral alfa), IL – 6, etc. Las tres primeras citokinas 

inducen fiebre a través de la inducción de síntesis de prostaglandinas (PG- E2) las cuales 

actúan en forma directa sobre los centros de fiebre en el hipotálamo.Las prostaglandinas 

también causan aumento de la permeabilidad vascular. (9) 
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Figura 12. Diagrama de  las respuestas biológicas ante las endotoxinas bacterianas 
Tomado de “Microbiología”  Prescott L, Harley J,  Klein D, Cuarta edición,  Mc Graw Hill Interamericana 1999 
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2. 9 Estándar de Endotoxinas 

La prueba de pirógenos no utiliza estándares, pero una vez que se comenzó a usar la 

prueba LAL, fue necesario emplear uno. 

 El primer estándar de endotoxinas fue preparado a partir de Escherichia coli O 113 : 

H10 : K por la FDA. 

Estándar Primario - Estándar de Endotoxinas (RSE)*: 

Es el estándar de referencia de la USP, es un liofilizado de Endotoxinas de Escherichia coli (O 

113 : H10) que tiene una potencia de  10 000 unidades de endotoxina  (UE) por  vial. 

*RSE : Reference Standard Endotoxin. (11) 

Estándares Secundarios - Estándar de Endotoxinas (CSE): 

El Control estándar de Endotoxinas (CSE) es una preparación de endotoxinas diferente 

al RSE cuya relación de actividad debe ser declarada por el fabricante. La sensibilidad del RSE 

y del CSE deben ser evaluadas en paralelo para encontrar la relación de actividad y usarse 

como estándar secundario.  

En la práctica, se emplean estándares secundarios ofrecidos por las casas que lo 

manufacturan (Associates of Cape cod, Charles River Endosafe, etc) los cuales han sido 

estandarizados contra el Estándar USP. (18) 

Este estándar puede emplearse hasta un mes después de su reconstitución, debe tener 

rotulado la fecha de reconstitución y guardarse bien tapado a una temperatura de 2 a 8º C. (4) 

Los proveedores del CSE  y del reactivo LAL deben garantizar sus resultados a través de un 

certificado que documente la equivalencia del CSE al estándar USP. (11) (15)  

 

 

 

 

 

 

 

 

2.10 Límites de Endotoxina: 
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El límite de endotoxinas para seres humanos esta determinado como 5 unidades de 

endotoxinas por kilogramo de peso por hora para productos parenterales (K = 5 UE / kg). Para 

la vía intratecal el límite es  0,2 UE/Kg/hr, el límite para volúmenes grandes de parenterales es 

de 0,5 UE/mL. (4)(26) 

La Guía de la FDA establece la dosis máxima de producto que puede administrarse y 

el límite de endotoxinas para cada fármaco. Estos límites  han sido calculados considerando 

un peso promedio 70 Kilos, y la dosis máxima de producto a ser administrado (M). 

Los límites de endotoxinas por producto también están dados en las Farmacopeas 

para realizar los cálculos respectivos, se aplican a productos terminados y también a materias 

primas. (11)(16)  

Ejemplo: Para un producto X con dosis máxima de 1g por persona y concentración de 

100mg/mL 

 Dosis x kg   =   1g    =   0,0143 g / kg   =  14,3 mg/kg 

               70 

  Límite de Endotoxinas   =   K    =     5 UE / kg     =  0,35 UE / mg 

     M         14,3 mg/kg 

 

Límite de endotoxinas / mL  =   0,35 UE / mg  x  100mg/mL =  35 UE/mL  (11)(16) 

 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.11  El Reactivo LAL (Limulus amebocyte lysate):  

         2.11.1 El cangrejo de la herradura (Limulus polyphemus) 
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Este artrópodo conocido también como “casco de caballo” vive en las costas de 

Estados Unidos desde Florida hasta Maine, data de hace 5000 años atrás teniendo su origen 

en el período Cámbrico. Es una especie importante tanto para la comunidad biomédica 

como también para la sobrevivencia de aves, tortugas marinas y otras especies  con 

quienes comparte una relación simbiótica, formando parte de la ecología y vida marina de 

ese lugar. Su importancia se acrecentó en los años 60 cuando los investigadores 

norteamericanos Levin y Bang observaron que al inyectar bacterias al cangrejo se producía 

coagulación masiva y mas tarde descubrieron que su sangre podía ser usada para detectar 

endotoxinas exógenas en fármacos,  material médico y en agua. Al inicio se le empleaba 

como diagnóstico de bacterias Gram negativas, pero con el tiempo y hasta la fecha se 

comenzó a utilizar como ensayo de rutina para la determinación y cuantificación de 

endotoxinas en las materias primas y agua, lo que permite determinar la aceptación de los 

insumos para la fabricación antes de rechazarse una formulación compleja y cara. Las 

bacterias presentes en el hábitat del cangrejo de la herradura son abundantes siendo 

predominantemente bacilos Gram negativos, por ello se considera que vive en una “sopa 

de bacterias” que puede infectarlo. El cangrejo de la herradura no genera anticuerpos para 

combatir una infección; en su lugar detecta las endotoxinas, produce proteínas coagulables 

a través de una reacción de coagulación inmunológica sofisticada e inactiva a los invasores 

patógenos. 

La hemolinfa azul del cangrejo de la herradura contiene hemocitos (amebocitos) 

con un sistema de coagulación que detecta la presencia de endotoxinas y producen una 

cascada de reacciones que forman como producto final un gel altamente estable, que 

atrapa las bacterias inmovilizándolas, aislando la región infectada y fagocitando las 

bacterias. (14) (15) (16) 
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      Figura 13. Foto del “Cangrejo de la herradura” Limulus polyphemus 
            http://www.leo-pharma.com/w-site/leo/docs.nsf 
 

 
2.11.2 El Reactivo LAL: 

LAL  significa “Limulus amebocyte lysate”  que describe al reactivo: Limulus es el 

nombre científico del cangrejo de la herradura, amebocyte (amebocito) es la célula 

sanguínea que contiene la sustancia que produce coagulación y lysate (lisado) describe el 

proceso de lisis al que es sometida dicha célula sanguínea para la obtención del reactivo. 

Para la elaboración del reactivo LAL, los cangrejos son colectados del mar y 

transportados al laboratorio donde son desangrados por punción en el corazón con una 

aguja larga; la sangre o hemolinfa conteniendo los amebocitos se colecta por gravedad en 

una botella de centrífuga.  

Puede colectarse el 30% de su sangre sin afectar al animal  que es luego devuelto al 

mar. (11) (15) (17) 

Cada lote de reactivo LAL fabricado debe contar con un certificado que el 

fabricante emite donde se detalla la potencia “Sensibilidad”, el CSE contra el cual ha sido 

calculado dicha potencia y las firmas de los responsables. (15) 

El reactivo LAL se reconstituye con 5mL de agua apirógena, no se debe agitar ni 

permitir la formación de espuma ya que el reactivo constituye una mezcla de proteínas que 
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podrían desnaturalizarse por agitación. El reactivo debe estar completamente disuelto antes 

de añadirse a la muestra.  

2.11.3 Bioquímica LAL- Endotoxina : Reacción de Coagulación  

En presencia de endotoxinas, el reactivo LAL  produce una cascada de reacciones 

enzimáticas conocida como la Vía del Factor C que se compone de tres zimógenos serina 

proteasas intracelulares : Factor C, Factor B y una enzima pro-coagulante que actúan sobre 

el coagulógeno (proteína coagulable de los invertebrados similar al fibrinógeno) 

El factor C es un biosensor que detecta las endotoxinas iniciando la cascada de 

reacciones con su activación autocatalítica, al contacto con endotoxinas, el factor C se 

activa; este hidroliza y activa al factor B. El factor B activa a la enzima pro-coagulante 

(enzima de coagulación inactiva), la cual en presencia de cationes divalentes (Ca ++ / Mg 

++) (19) se convierte en  la enzima coagulante (enzima de coagulación activada).  La enzima 

coagulante se une al sitio específico del coagulógeno (sustrato) y produce un gel de 

coagulina. Ver figuras 14 y 15. 

La pared celular de hongos y levaduras contienen diversos polímeros que incluyen 

celulosa, quitina, mananos y (1,3) beta glucanos. Se conoce que existe otra reacción de 

coagulación conocida como la Vía de Factor G, por la cual los (1,3) beta glucanos de la 

superficie de algunos hongos activan el factor G que convierte la enzima procoagulante en 

enzima cogulante y actúa sobre el coagulógeno produciendo  coagulina. Ver Figura 16. (11) 

(15) (17) (20) (21)(22) 
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Figura 14. Representación de la cascada de reacciones que experimenta el reactivo LAL en 
presencia de Endotoxinas – Modelo Lenin 1979.  Tomado de "LAL Methods and 

applications”, Associates of Cape Cod Inc, 1999 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 15. Representación de la cascada de reacciones que experimenta el reactivo LAL en 
presencia de Endotoxinas – Modelo Nakamura 1983 Tomado de "LAL Methods and 

applications”, Associates of Cape Cod Inc, 1999
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Figura 16. Esquema de la Reacción Reactivo LAL – Endotoxina : Vías del Factor C y Factor G  – Tomado de la Revista Trends in Biotechnology Vol 19 No. 8 
Agosto 2001 por Jeak L./  Bow H.
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2.12  La prueba LAL: 

Nos permite determinar la presencia y concentración de endotoxinas en formas 

farmacéuticas, productos biológicos, veterinarios, material médico, materias primas, 

agua, etc. Existen dos métodos : Gel Clot y los Métodos Fotométricos que incluyen los 

turbidimétricos y cromogénicos. 

2.12.1 Método de Gel Clot: 

Es el método original descrito por la USP, se basa en la propiedad que tiene el 

lisado de amebocitos del Limulus polyphemus de gelificar en presencia de los 

lipopolisacáridos o endotoxinas de bacterias Gram negativas.  

2.12.2 Método Turbidimétrico:  

Son pruebas fotométricas que se basan en el desarrollo de turbidez después de 

la reacción de un sustrato endógeno.  

Este método mide el incremento de la turbidez que precede la formación del gel 

de la prueba de Gel clot, se lleva a cabo añadiendo el reactivo LAL a la muestra 

problema y al estándar; después de un período de incubación se mide la turbidez de 

cada mezcla de reacción en un espectrofotómetro.  

Basándose en el incremento de turbidez (absorbancia), se clasifica en dos tipos: 

Punto final turbidimétrico: Esta basado en la relación cuantitativa entre la concentración 

de endotoxinas y la turbidez (absorbancia o transmitancia) de la mezcla de reacción al 

final de la incubación. 

Cinética turbidimétrica: Mide el tiempo que requiere la mezcla de reacción para 

desarrollar un porcentaje de turbidez determinada. (4)(23)(24) 

2.12.3 Método Cromogénico:  

Es una prueba fotométrica que se basa en el desarrollo de color después de la 

reacción de un complejo péptido-cromógeno. En este método la enzima de 

coagulación actúa sobre un sustrato incoloro y se une a un cromóforo terminal  cuya 

reacción adopta coloración amarilla al separarse del resto de la molécula.  
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Esta prueba mide el cromóforo liberado a partir de un péptido cromogénico 

como resultado de la reacción de la endotoxina con el lisado : a concentraciones altas, 

la enzima se activa mas rápidamente haciendo que la proporción de unión al 

cromóforo y desarrollo del color sea mayor. Hay dos tipos: 

Punto final cromogénico : Está basado en la relación cuantitativa entre la 

concentración de endotoxinas y la liberación de cromóforos al final de la incubación. 

Cinética cromogénica : Mide el tiempo que requiere la mezcla de reacción para 

desarrollar un porcentaje de color (absorbancia) predeterminado. (4)(23)(24) 

El método Gel Clot es el mas usado por ser el mas sencillo, cómodo, no necesita 

mayor instrumentación y los resultados son fáciles de leer. 

Los métodos espectrofotométricos tienen mayor sensibilidad; los cromogénicos 

tienen sensibilidad de 0,005 UE/mL y los métodos turbidimétricos de 0,001 UE/mL. Son 

apropiados para muestras que presentan interferencias en la prueba Gel Clot que ya 

permiten hacer mayor número de diluciones y superarlas.  

Los métodos fotométricos requieren instrumentación y software para almacenar 

los datos de lecturas en diferentes momentos predeterminados durante la reacción, 

además deben ser capaces de incubar mas de una mezcla de reacción en un mismo 

tiempo. 

 Cuando se realizan las lecturas al final de la reacción se denominan del tipo 

“endpoint” (punto final) siendo la prueba Gel Clot una de ellas. (4)(23)(24) 
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2.13 Clindamicina Fosfato inyectable:  

La Clindamicina  es un antibiótico que pertenece al grupo de las lincosaminas, 

es un derivado sintético de la lincomicina con mejor absorción por vía gastrointestinal y 

espectro más amplio. Actúa inhibiendo la síntesis proteica bacteriana al unirse a la 

subunidad 50S del ribosoma bacteriano, impidiendo la iniciación de la cadena 

peptídica. (7) 

Para la fabricación del producto Clindamicina inyectable, se emplean las siguientes 

materias primas: 

- Clindamicina fosfato :  Principio activo antibacteriano 

- Alcohol bencílico : Preservante y antimicrobiano 

- Hidróxido de Sodio : Agente alcalinizante 

- EDTA sódico : Agente quelante 

- Agua calidad inyectable : Vehículo 

  

 MATERIA PRIMA DENOMINACION  QUIMICA FORMULA QUIMICA FORMULA 
MOLECULAR 

MASA 
MOLECULAR 

ESPECIFICACIONES 

 CLINDAMIICINA 
FOSFATO C18H34ClN2O8PS 504,97 g/mol SEGÚN USP 27 

   

Metil 7-cloro-6,7,8-trideoxi-6-(1-metil-
trans-4-propil-L-2-

pirrolidinocarboxamida)                                                    
-1-tio-L- treo - α - D -galacto-

octopiranósido  2 (dihidrógeno fosfato). 
      

           

           

 
  

        

           

     

 
 

  
  

  

 ALCOHOL 
BENCILICO 

Bencenometanol  C7H8O 108,14g/mol SEGÚN USP 27 

         

     

 
 

      

 HIDROXIDO DE 
SODIO 

Dióxido de sodio   NaOH 40,00 g/mol SEGÚN USP 27 

             

 EDETATO 
DISODICO 

        

   

Etilendiamino tetraacético.  
Glicina, N,N´-1,2-etanedielbis[N-

(carboximetil)-, sal disódica dihidrato.    C10H14N2Na2O8.2H2O 372,24 g/mol SEGÚN USP 27 

Tabla 11. Componentes de la Formulación de Clindamicina inyectable. Adaptado de la USP 27 
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PARTE EXPERIMENTAL 

3. MATERIALES Y METODOS: 

Para la validación de cualquier técnica analítica, todos los equipos deben estar 

validados, calibrados  o calificados según sea el caso. Todo material de vidrio debe 

ser previamente despirogenado por un proceso validado. Los materiales plásticos 

deben comprarse apirógenos.  

3.1 Equipos, materiales, reactivos y muestra  

3.1.1 Equipos : 

- Cabina de flujo laminar 

                                  

Tipo:  Cabina de Flujo Horizontal        Marca: Gelaire           Modelo: N.A. 

Cumple especificaciones de ambiente Clase 100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Calificada  
      Cumple las siguientes especificaciones: 

- Conteo de partículas no viables 

> 0,5µm/m3 a < 5,0 µm/m3  =  3 500    

- Conteo de partículas viables 

< 3 ufc/ m3  

- Velocidad de flujo de aire : 0,45 m/s + 20% 

- Integridad de filtro 0 – 5 µm    > 5 µm     
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- Horno de Despirogenización  

         Marca : WTB Binder     Indicador de Temperatura : WTB Binder     Modelo : 990684 

          

- Baño maría 

           Marca : Memmert                   Modelo : W – 200             Serie : 770833 

       

- Termómetro     

          Marca : Control Company                  Serie : 20279933 

 

                                                        

 

Validado con el registrador multicanal : 

- Calificación de instalación 

- Calificación de operación  

- Distribución de calor  

Sin carga 

 Con carga             Carga patrón 

- Calificación de desempeño 

Desafío biológico : Endotoxinas 

- Funcionamiento : 250 º C x 1 hora 

 
Calibrado  

Calibración realizada por terceros 

garantizado por certificado. (INDECOPI) 

 

Calificada  
- Calificación de termómetro 

- Distribución de calor con carga y sin carga 

- Temperatura de uso : 37 º C +  1 º C 
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- Cronómetro 

Marca : Control Company                       Serie : 99316474 
 

 

- Micropipeta de 100µµL y 10µµL 

Marca :  Eppendorf               Número : 35046    

 

 

- Vortex , agitador de tubos  

         Marca : LABNET                Modelo : VX – 100             Serie : 21119010 

 

 

 
Calibrado  

Calibración realizada por terceros 

garantizado por certificado. (INDECOPI) 

 

 
Calificada  

Prueba de reproducibilidad de volumen 

Conforme. 

Certificado del proveedor 

 

 
Calibrado  

Verificación de velocidades por empresa de 

mantenimiento preventivo 

 



 - 46 - 

3.1.2 Materiales : 

- Tubos apirógenos de 10 x 75 mm 

                                                                                 

- Tips apirógenos de 5 - 100µµL certificados  

-  

                                                                                  
 
- Tiras indicadoras de pH 

                                                

- Gradillas plásticas 

                            

Marca: Charles River Endosafe 
 

Lote: 31701D 
 
 

Marca: Brand 
 

Lote: 218278 

 

 
Marca: Merck 

 

Lote: 80264695 
Artículo: 1.09535.0001 
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3.1.3 Reactivos : 

- (1) Agua reactivo LAL                             Lote: 99732011           Expira : Abril 2006 

- (2) Control Estándar de endotoxinas     Lote: 93                      Expira:  Mayo 2008  

- (3) Reactivo Lisado de Amebocitos      Lote :  502-07-261      Expira: Julio 2007 

 

                                                                                                          

 

 

3.1.4  Muestra: 

La muestra corresponde a tres lotes de Clindamicina inyectable 

Lote 002103 / Lote 005023 / Lote 007043. 

                                                  
 
 
 
 
 

(1) 

   (2)   (3) 
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3.2 Metodología del Trabajo : Prueba LAL – Método Gel Clot 

La Prueba LAL por el Método de Gel Clot es el método mas sencillo, mas usado y 

mas cómodo cuyos resultados son fáciles de leer ya que sólo hay positivos o negativos. El 

objetivo de este trabajo es determinar su aplicación al producto en mención 

Clindamicina 600mg/4mL  inyectable, para ello se debió seguir sus pasos que constan de  

tres partes (4)(25)(26)  : 

- Confirmación de la Sensibilidad del Reactivo LAL  

- Prueba Preliminar de Gel Clot : Cuantificación 

- Validación: Inhibición y Magnificación.  

También se llevó a cabo la prueba Gel Clot : Limit test, que no cuantifica las unidades de 

endotoxinas presentes si no que evalúa el producto en el límite para aprobarlo o 

rechazarlo.  

3.2.1 Confirmación de la Sensibilidad del Reactivo  LAL  

Consiste en verificar si el reactivo tiene la sensibilidad declarada 

comparándolo con un estándar de endotoxinas certificado. Se define como 

sensibilidad a la capacidad del reactivo para reaccionar con una concentración 

mínima de endotoxinas necesaria para dar un resultado positivo bajo condiciones 

estándar, se expresa con el símbolo λ (Lambda). (25) 

El rango aceptable para la sensibilidad es de 0,5 λ a 2 λ (De 0,015 a 0,06 

para un reactivo con sensibilidad declarada de 0,03UE/mL) 

Para su confirmación, se enfrentó diferentes concentraciones de un Control 

estándar de endotoxinas con el reactivo LAL. Se utilizó el mismo lote de reactivo LAL 

y de estándar de endotoxinas declarados en el certificado. 

Los pasos seguidos, se describen a continuación. 

3.2.1.1 Preparación de las diluciones de endotoxina : 
 
1) En una cabina de flujo laminar, se reconstituyó el vial de Control de endotoxinas con 

5mL de agua apirógena certificada, se homogenizó en un vortex intermitentemente 

por 30 minutos.   
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El vial tiene 5000 UE/ vial obteniéndose 1000 UE/mL. Haciendo uso de micropipetas 

calibradas y tubos despirogenados, se  prepararon asépticamente las diluciones para 

obtener las concentraciones de endotoxina de 2λ, λ, 0,5λ, 0,25λ. 

2) Se realizaron las diluciones en agua reactivo LAL (A.R.L) de la siguiente forma :   

100µL del CSE en 100µL de A.R.L. (primer tubo): concentración = 500 UE/mL 

100µL de 500 UE/mL  en 900µL de A.R.L. concentración = 50 UE/mL 

30µL de 50 UE/mL  en 2470µL de A.R.L. concentración = 0,6 UE/mL 

200µL de 0,6 UE/mL  en 1800µL de A.R.L. concentración = 0,06 UE/mL 

100µL de 0,06 UE/mL  en 100µL de A.R.L. concentración = 0,03 UE/mL 

100µL de 0,03 UE/mL  en 100µL de A.R.L. concentración = 0,015 UE/mL 

100µL de 0,015 UE/mL  en 100µL de A.R.L. concentración = 0,0025 UE/mL 

(Ver Figura 17) 

Así obtuvimos las diluciones de trabajo : 

Spike :   0,6 UE/mL 

2λ      :   0,06 UE/mL 

λ       :   0,03 UE/mL 

0,5λ   :   0,015 UE/mL 

0,25λ :   0,0075 UE/mL 

Es importante contar con una concentración de endotoxinas para llevar a cabo las 

pruebas de inhibición y magnificación que nos confirme la sensibilidad de la prueba, 

esta solución se conoce como spike. 

El spike es una solución de endotoxinas que tiene una concent ración tal que 

cuando se agregue un volumen menor al 10% del volumen final de la muestra, esta 

obtenga una concentración final de 2λ. (4)(25)(26)   

3.2.1.2 Preparación de la mezcla de reacción (Endotoxina – LAL) 

3) Se realizó esta prueba por cuadriplicado según indica la USP 27. 

4) Bajo cabina de flujo laminar, se colocaron en una gradilla pequeña cuatro pirotubos 

conteniendo 100µL de cada una de las diluciones 2λ,  λ,  0,5λ,  0,25λ. 
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5) Al momento de uso se reconstituyó el Reactivo LAL asépticamente con 5mL de agua 

apirógena (A.R.L.), con cuidado y  sin agitar. Se dejó reposar el vial hasta solución 

completa por 15 minutos aproximadamente. 

6) Por duplicado, se preparó un blanco pipeteando 100µL de agua apirógena a sus 

pirotubos. 

7) Se adicionó 100µL de Reactivo LAL a cada uno de los tubos comenzando con el blanco  

y luego con los controles positivos desde las concentraciones mas bajas hacia las mas 

altas. (Ver Figura 18) 

8) Se agitó la gradilla con los tubos por 20 a 30 segundos. 

9) Cuidadosamente colocamos la gradilla en un baño maría regulado a 37º C  + 1º C por  

60 + 2 minutos controlados con un cronómetro. No se debe realizar ningún trabajo o 

movimiento que pudiese afectar la formación del gel, una vez que el coágulo se 

rompe ya no volverá a formarse. 

10) Pasado el tiempo indicado, se retiró la gradilla del baño maría, lenta y 

cuidadosamente y se procedió a realizar las lecturas. Para leer se debe coger cada 

tubo e invertirlo en un solo movimiento a 180º C : si se forma un gel que no se 

desprende al primer movimiento, entonces es positivo. Si al invertir el tubo no se hubiere 

formado gel o no se mantiene después de la inversión, el resultado es negativo. Basta 

que se mueva un poco para considerarse negativo. (Ver Figura 19) 

11) Se reportaron las lecturas de cada tubo y se halló el punto final (endpoint) de cada 

serie. Endpoint: es la concentración mínima de endotoxinas de una serie de  

concentraciones decrecientes que coagula. También se puede definir como la mayor 

dilución que da resultado positivo.  Debe estar seguida por una dilución que resulte 

negativa. 

12) Finalmente se determinó la sensibilidad del reactivo obteniendo primero la media 

geométrica que es igual al promedio de los logaritmos de la última  dilución positiva 

(endpoint) de cada réplica y finalmente obteniendo el antilogaritmo de este valor.  

El resultado obtenido se debe encontrar entre 2λ  y  0,5λ . (4)(25)(26) 
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Endotoxina 100µL CSE  100µL A   30µL B  200µL C  100µL D  100µL E  100µL F   

  Agua  100µL  900µL  2470µL  1800µL  100µL  100µL  100µL   

 

 

                

             

          

        

          

          

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

                         

  1000UE/mL A  B  C  D  E  F  G   

  Conc. Final     Spike  2λ  1λ  0,5 λ  0,25 λ   

  UE/mL  500  50  0,6  0,06  0,03  0,015  0,0075   

                                                
Figura 17. Esquema de la batería de diluciones para la Confirmación de la Sensibilidad del Reactivo.  

Diseñado por J. Solís 2003.AL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         Figura 18. Esquema de la preparación de la Mezcla de Reacción Endotoxina – Reactivo LAL 
Diseñado por J. Solís 2003. 

 

 
ESTANDAR 

     
ENDOTOXIN

A                  

E coli                          
(0113 : H10)

LIMULUS 
AMEBOCITE 

LISATE  (LAL) 
Sens: 0,03 
E C – 6 - 1 

Adición de 100µL de 
Reactivo lisado de 
amebocitos 

2λ 0,5λ λ 0,25λ 

100µL de la 
dilución  
respectiva 
de 
endotoxina 
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3.2.2 Prueba Gel Clot : Limit Test 

Es una prueba de “Aprobación o Rechazo”, que desafía al producto 

directamente en el límite de aprobación haciendo la dilución que corresponde al 

M.D.V.  y siguiendo los lineamientos establecidos en la USP 27. 

          3.2.2.1Determinación de la Máxima dilución Válida (M.D.V) : 

Muchos productos enmascaran la reacción LAL, por ello es necesario 

hacer diluciones a fin de eliminar las interferencias. Existe un límite de dilución 

que puede hacerse al producto que se conoce como M.D.V. 

La Máxima dilución válida es como su nombre lo indica la máxima 

dilución permisible de un producto en el cual puede determinarse el límite de 

endotoxinas. Se calcula según la fórmula : 

M.D.V. =  Límite de Endotoxinas  x  [Concentración del producto] 

Sensibilidad del reactivo LAL 

Límite de endotoxinas según USP. 

Concentración del producto según fabricante. 

Sensibilidad del Reactivo según certificado y confirmado. (4)(25)(26) 

Se procedió como se indica: 

1) Se determinó el pH de la mezcla: muestra concentrada / LAL (1: 1) para 

verificar que encuentre entre: 6,0 – 8,0. El pH es importante ya que, sólo en 

este rango se producirá la coagulación. Frecuentemente los productos 

cumplen este rango después de de la dilución, si no fuese así se puede 

emplear NaOH ó HCl apirógenos diluyendo la muestra antes de ajustar el pH. 

Se deben hacer pruebas iniciales para conocer la cantidad y concentración 

de ácido o base a añadir.  (4)(23)(25). 

2) En una gradilla, se preparó la dilución de la muestra en agua reactivo LAL en 

el M.D.V. se verificó el pH de la mezcla : muestra diluída / LAL (1: 1) 

3) Se colocaron 100µL de la dilución en el M.D.V. en cuatro tubos 

despirogenados. Se marcaron dos de los tubos  y se añadió el spike que 
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comsiste en 10µL de solución de endotoxinas de 20λ (0,6 UE/mL) 

incorporados con ayuda de una micropipeta. Así obtuvimos la muestra 

normal y la muestra contaminada con una concentración resultante de 2λ  

4) Se preparó 2 tubos con agua reactivo LAL, como control negativo y otros 2 

tubos con esta agua a la cual se le añadió el spike de igual manera 

rotulándose a cual pertenecen. Ver Tabla 12 

5) Se añadió 100µL de reactivo LAL a cada tubo. Ver Figura 19. 

6) Se agitó la gradilla con los tubos por 20 a 30 segundos para homogenizar. 

7) Se colocó la gradilla en un baño maría regulado a 37 + 1º C por  60 + 2 minutos 

controlados con un cronómetro. 

8) Finalizado el tiempo, se retiró la gradilla lentamente y con mucho cuidado, se 

realizó las lecturas y se reportó como positivo o negativo, aprobado o 

rechazado. 

  

   

  

Solución  
Concentración de 

endotoxinas 
Solución a la cual se añade 

endotoxinas 
Número de 

réplicas 

 
  A Ninguna dilución respectiva de muestra 2  
  B 2λ dilución respectiva de muestra 2  
  C 2λ Agua reactivo LAL 2  
  D Ninguna Agua reactivo LAL 2  
 Tabla 12. Preparación de las soluciones para la prueba Gel Clot Limit Test 
 *  Preprarar la Solución A y el control positivo Solución B utilizando una dilución no mayor del M.V.D. 

 Los controles positivos B y C contiene el estándar de endotoxinas a una concentración correspondiente a 

              2 veces la sensibilidad del reactivo LAL. El control negativo D, es el agua reactivo LAL: USP 27 Página 2171. 
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Figura 19. Esquema de la preparación de la Mezcla de Reacción para la prueba Limit Test, al final se aprecian un tubo 

con resultados positivo y otro con resultado negativo. Diseñado por J. Solís 2004. 
 

CONTROL DEL PRODUCTO 

LIMULUS 
AMEBOCITE 

LISATE  (LAL) 
Sens: 0,03 
E C – 6 - 1 

100µL 
LAL 

100µL de muestra 
en el MDV 

CSE 0,6 UE/mL
(20λ) 

100µL de muestra 
en el MDV 

10µL 

Muestra con 
endotoxinas (2λ) 

LIMULUS 
AMEBOCITE 

LISATE  (LAL) 
Sens: 0,03 
E C – 6 - 1 

100µL  

 

CONTROL POSITIVO DEL PRODUCTO 

CSE 0,6 UE/mL 
(20λ) 

100µL de Agua 
Reactivo LAL  

10µL 

Agua  con 
endotoxinas (2λ) 

LIMULUS 
AMEBOCITE 

LISATE  (LAL) 
Sens: 0,03 
E C – 6 - 1 

100µL  

 

CONTROL POSITIVO DEL AGUA REACTIVO LAL 

REACCION POSITIVA REACCION NEGATIVA 
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3.2.3 Prueba Preliminar de Gel Clot   

Esta prueba determina la concentración de endotoxinas que tiene el producto, 

para ello se deben realizar 4 series de diluciones del producto  hasta la máxima 

dilución válida,  a dos de las cuales se les añadirá una cantidad conocida de 

endotoxinas. La concentración de endotoxinas permanecerá igual en todos los 

tubos pero la concentración del producto disminuirá. Ver tabla 13. (4)(25)(26) 

La prueba de cuantificación de rutina para los productos terminados se 

basará en los resultados obtenidos en la prueba de validación. (26) 

3.2.3.1Prueba de Gel Clot: Cuantificación  

 

Se hicieron diluciones de la muestra en agua reactivo LAL hasta el M.V.D. para ello 

se abrieron las ampollas del producto y con una micropipeta se extrajo el líquido; 

se colectó la muestra y se transfirió 5mL a un tubo apirógeno para ser usado como 

stock de muestra  y se prepararon series de 11 diluciones como se indica: (Ver 

figura 20) 

 500µL de muestra en  500µL de A.R.L. (dilución 1 : 2) 

500µL de dilución 1: 2 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 4) 

500µL de dilución 1: 4  en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 8) 

500µL de dilución 1: 8 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 16) 

500µL de dilución 1: 16 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 32) 

500µL de dilución 1: 32 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 64) 

500µL de dilución 1: 64 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 128) 

500µL de dilución 1: 128 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 256) 

500µL de dilución 1: 256 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 512) 

500µL de dilución 1: 512 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 1024) 

500µL de dilución 1: 1024 en 500µL de A.R.L. (dilución 1 : 2048) 

1) Se transfirió 100µL de cada dilución a 4 series de  pirotubos. ( 2 series como 

control   del producto y 2 series para añadir el spike - endotoxinas)  
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2) Marcando las dos primeras series, se añadió a cada tubo 10µL de spike 

(dilución de endotoxinas de 0,6 UE/mL) Las dos series siguientes se marcaron 

como simples sin adición de endotoxinas. Ver Tabla 13. 

3) A cada tubo de las cuatro baterías se añadió 100µL de reactivo LAL. 

4) Se agitó la gradilla con los tubos por 20 a 30 segundos. 

5) Se colocó la gradilla en un baño maría regulado a 37º C  + 1º C por  60 + 2 

minutos controlados con un cronómetro. 

6) Pasado el tiempo indicado, se retiró la gradilla cuidadosamente y se 

procedió a realizar las lecturas. (Ver Figura 19) 

La serie de diluciones con estándar de endotoxinas debe coagular, si esto no 

ocurre la muestra estaría inhibiendo la reacción de gelificación. En esta etapa se 

encontrará la dilución en la cual se llevará a cabo la prueba de validación del 

método, si el producto presenta inhibición, la dilución seleccionada para validar 

debe ser por lo menos 2 veces la primera dilución en la que hubo reacción 

positiva evidente o multiplicar por cuatro la última dilución negativa. (11)(25) 

 

 

Solución 
Concentración 

de 
endotoxinas 

Solución a la cual se 
añade endotoxinas 

Diluyente 
Factor de 
dilución 

Cocentración 
inicial de 

endotoxinas 

Número de 
réplicas 

 A Ninguna solución de muestra Agua Reactivo LAL 1   2 

      2  2 

      4  2 
     8  2 

 B 2λ solución de muestra  1 2λ 2 
 C 2λ Agua reactivo LAL Agua reactivo LAL 1 2λ 2 

      2 λ 2 

      4 0,5λ 2 

      8 0,25λ 2 

 D Ninguna Agua reactivo LAL       2 

 Tabla 13. Cuadro indicativo de la Preparación de las soluciones para la prueba Gel Clot 
 *  Solución A: solución de muestra en análisis a una dilución tal que no exceda el MVD.  

    Se debe emplear agua reactivo LAL para hacer 4 series de diluciones de dicha muestra a concentraciones de 1 , 1/2 , 1/4 y 1/8.   

 *  Solución B : Corresponde a la solución A a la cual se le ha añadido el estándar de endotoxinas hasta concentración de 2λ   

 (control positivo del producto) 
 *  Solución C : dos series de 4 tubos de Agua Reactivo LAL conteniendo el estándar de endotoxinas a concentraciones de  

    2λ , λ , 0,5λ , 0,25λ  respectivamente.     
 *  Solución D : Corresponde AL Agua Reactivo LAL (control negativo)   
    USP 27 Página 2172    
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  100µL  100µL  100µL  100µL  100µL  100µL  100µL  100µL 100µL  100µL 100µL 

  Muestra 1 : 2  1 : 4  1 : 8  1 : 16  1 : 32  1 : 64  1 :128 1 : 256  1 : 512 1 : 1024 

                                

Agua 100µL  100µL  100µL  100µL  100µL  100µL  100µL  100µL 100µL  100µL 100µL 

                          
 
                                

                                

                                

                                

                                

                                

                                

                                

                                

                                

                                

                                

Conc. Dilución  Dilución  Dilución  Dilución  Dilución  

 
 

Dilución  Dilución  Dilución  Dilución   Dilución  Dilución  

Final 1: 2  1: 4  1 : 8  1 : 16  1 : 32  1 : 64  1 : 128  1 : 256 1 : 512  1 : 1024 1 : 2048  

                                
 

Figura 20. Esquema de trabajo que muestra las diluciones a realizar para la Prueba de Gel Clot en Clindamicina inyectable
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3.2.4 Prueba de Validación (inhibición y Magnificación) : 

La cascada de reacciones de la prueba LAL depende de la actividad de las 

enzimas, los productos que afecten dicha actividad afectarán la sensibilidad del 

ensayo; las reacciones enzimáticas requieren un pH  óptimo, temperatura, 

condiciones iónicas, etc. Además todas las sustancias que afecten la estructura de la 

endotoxina también afectarán las enzimas de la reacción. (11) 

Esta prueba determina que la prueba LAL–Gel Clot es aplicable,  su principio es 

confirmar la sensibilidad del reactivo en el producto y en agua para comparar y 

verificar que la detección de endotoxinas no se ve afectada por el producto.  

La magnificación que es el incremento de la sensibilidad del ensayo que 

conduce a sobrevaluar la cantidad de endotoxinas presente; inhibición que es la  

reducción de la sensibilidad de la prueba causada por algún inhibidor o la muestra  

cuantifican menor cantidad de endotoxinas que las presentes.  (11) 

 Para la prueba de validación se debe trabajar con una dilución negativa  que 

corresponda a la multiplicación por cuatro a la inversa de la última dilución donde se 

obtuvo positividad en la prueba de cuantificación. La validación debe llevarse a 

cabo en esta dilución o en una dilución mayor pero sin sobrepasar el M.D.V. y en tres 

lotes según indica la USP27 (tabla 14). En una  validación conforme, todos los controles 

positivos deben dar resultado positivo en la dilución escogida, el agua siempre debe 

dar reacción negativa y la muestra diluida debe comportarse como el agua. No se 

puede validar un producto que dé positivo en el M.V.D. (25)   

Si el producto presenta inhibición o magnificación en el M.D.V. y es factible 

realizar la prueba de pirógenos en conejos, entonces debe aplicarse dicha prueba. 

(26) La validación debe repetirse si se cambia el fabricante de reactivo,  el proceso de 

manufactura o la formulación del producto.  En la prueba de validación se 

compararon los resultados de una mezcla de la dilución negativa de muestra 

escogida + endotoxinas contra agua apirógena + endotoxinas (Ver figura 21).  
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Para la preparación de las diluciones 2λ, λ, 0,5λ, 0,25λ en el producto se 

colocaron 4 pirotubos en una gradilla, al primero se le añadió  200µL de la muestra a la 

dilución elegida y al resto 100µL. Al primer tubo se le adicionó 20µL del spike; luego se 

transfirió 100µL al segundo tubo y así sucesivamente hasta el último tubo y se procedió 

de la misma manera que para la prueba preliminar de Gel Clot: si el producto no 

inhibe ni magnifica en la dilución escogida dará los mismos resultados que con el 

agua. Esta prueba se realizó por cuadruplicado y en tres lotes según las indicaciones 

de la farmacopea. (18)(19)(24)(25)(26) La figura 22 muestra un fluijograma de los pasos a 

seguir para la validación LAL. 

 

 
Solución  

Concentración 
de endotoxinas 

Solución a la cual 
se añade 

endotoxinas 
Diluyente 

Factor de 
dilución 

Cocentración 
inicial de 

endotoxinas 

Número de 
réplicas 

 A Ninguna solución de muestra      4 

 B 2λ solución de muestra solución de muestra 1 2λ 4 

         2 λ 4 

         4 0,5λ 4 

         8 0,25λ 4 

 C 2λ Agua reactivo LAL Agua reactivo LAL 1 2λ 2 

         2 λ 2 

         4 0,5λ 2 

         8 0,25λ 2 

 D Ninguna Agua reactivo LAL       2 

 Tabla 14. Preparación de las soluciones para la Prueba de Inhibición / Magnificación 
 para la Prueba de Gel Clot.  USP 27 Página 2171 
 *  Solución A : solución de muestra libre de endotoxinas detectables  *  Solución B : Prueba para la Inteferencia 
              *  Solución C : Control para la sensibilidad del reactivo LAL. *  Solución D :  control negativo del Agua Reactivo LAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Esquema de la preparación de la Mezcla de reacción para la Prueba de Inhibición  
y Magnificación de la Prueba LAL 

Endotoxinas 
+ 

agua 

2 λ 

 
  λ 0,5λ 0,25λ 

Control  
Negativo 

Endotoxinas 
+ 

dilución de 
muestra 

2λ   λ 0,5λ 0,25λ 
Control 

Negativo 



 - 60 - 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22. Flujograma de las etapas de la Prueba de Validación LAL Tomado del Curso teórico 
Práctico  : Validación Prueba de Endotoxinas bacterianas por la técnica de Limulus amebocyte lysate 
LAL Método de gel Clot.  HYPATIA S.A. Octubre 2001 
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4. RESULTADOS: 

4.1 Confirmación de la Sensibilidad del Reactivo LAL : 

Reactivo LAL: Sensibilidad 0,03 UE/mL  lote : #502-07-261  

Control Estándar de Endotoxinas  lote : # 93 

Agua apirógena : lote # 99732011 

Concentración del CSE (UE/mL) Tubos 
  2λ   λ   0,5 λ   0,25 λ   

Control (-) 

                         
  1º    ( + )  ( + )  ( - )  ( - )    ( - )   
  2º    ( + )  ( + )  ( - )  ( - )    ( - )   
  3º    ( + )  ( + )  ( - )  ( - )    ( - )   
  4º    ( + )  ( + )  ( - )  ( - )    ( - )   
                                      

 

                                        
Tubo  Endpoint  Logaritmo  Promedio Antilogaritmo 

#     UE/mL     Endpoint                     

                      
1  0.03   -1.5228787          =  - 6.091515  Antilog -1. 5228787 
2  0.03   -1.5228787     4        
3  0.03   -1.5228787              
4  0.03   -1.5228787          =  -1. 5228787  =   0,03   

                      
        ∑ = - 6.091515           
                                        

 

 
GM = antilog  log (sensibilidades)      
          N° repeticiones      
         
GM = antilog ( log  0,03  + log  0,03  + log  0,03  + log  0,03 )   
  4      
         
GM = antilog (-1.5228787  + -1.5228787  + -1. 5228787 + -1.5228787 )   
  4      
         
GM = antilog ( -6.091515 / 4 ) GM = antilog ( -1. 5228787 ) GM =  0.03 EU / mL 

 

CONCLUSIÓN :    

Se cumple que  0,06 UE/mL (2 λ) > 0,03 UE/mL (λ) > 0,015 EU/mL (0,5 λ). Se 

confirma la sensibilidad del reactivo LAL. Se adjunta certificado del fabricante 

en la siguiente página. 

  
   χ 
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4.2 Determinación de la Máxima dilución válida (M.D.V.) : 

  M.D.V. =      Límite de Endotoxinas  x  [ Muestra ] 

        Lambda 

* Límite de endotoxinas para la Clindamicina : 

 0,58 UE/mg  (USP 27 Página 472) 

* [ Muestra ] = Concentración de la muestra 600mg/4mL 

600mg     4mL 

   χ   1mL 

         χ   = 150mg/mL 

* Lambda : Sensibilidad del reactivo LAL 0,03 UE/mL  Lote #502-07-261 

  M.D.V. =         0,58 UE/mg     x    150mg/mL 

                  0,03UE/mL 

      M.D.V. =   2 900 

4.2.1 Cálculos para la verificación del límite de Endotoxinas. 

* La USP indica como límite de endotoxinas para la Clindamicina = 0,58 UE/mg (4) 

* La dosis máxima para este producto es 8,60mg/kg (26) 

* Dosis de producto 600mg/4mL 

                              I      :               600 mg               =   8,57mg/kg  ∼ 8,60mg/kg 

                                         70 Kg (peso teórico) 

 

                              II     :   Para determinar las UE/mg de muestra 

                                                         5 UE / kg                     =      

                                             8,60 mg/Kg 

 

Donde 5 UE/kg = límite máximo permisible para humanos. 

Se trabajó la prueba del Limit test y de  cuantificación en los lotes: 

 002103,  005023 y  007043. 
 
 
 

 
0,58 UE/mg 
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4.3  Prueba Gel Clot : Limit Test 

a. Sensibilidad del Reactivo: 

 a. Estándar :     
       
 Serie N° 2  λ λ 0,5 λ 0 ,25 λ Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

   

 b. Resultados de la muestra diluída en el MDV (1 : 2900) sin adición del    

     estándar de endotoxinas (2  λ): 

 b. Muestra diluída en el MDV y Agua sin adición de endotoxinas : 
 Dilución 1 : 2900 
 Serie N° Lote 002103 Lote 005023 Lote 007043 

 1 (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 2 (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 Agua LAL (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 Agua LAL (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 

 
 
    

     c. Resultados de la muestra diluída en el MDV (1 : 2900) con adición del 
 
          estándar de endotoxinas (2  λ):   

     

 c. Muestra diluída en el MDV con adición de endotoxinas (10µl de spike) : 

 Dilución 1 : 2900 

 Serie N° Lote 002103 Lote 005023 Lote 007043 

 1 (   +   ) (   +   ) (   +   ) 

 2 (   +   ) (   +   ) (   +   ) 

 Control positivo (   +   ) (   +   ) (   +   ) 

 Control positivo (   +   ) (   +   ) (   +   ) 

 

Los resultados fueron conformes: todos los controles positivos coagularon y los 

controles negativos no. 
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4.4 Prueba Preliminar de Gel Clot (Cuantificación) 1er lote 

PRODUCTO :   CLINDAMICINA  600 mg  INYECTABLE   ESPECIFICACION :  Máximo   87,0  UE / mL 

LOTE :    002103 SENSIBILIDAD REACTIVO LAL :  0,03  UE / mL   VALOR M.V.D. :  Dilución 1 :  2 900 
 
a. Estándar :      

 Serie N° 2  λ λ 0,5 λ 0,25 λ Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

b. Muestra sin adición de endotoxina:           
  Diluciones  de  la  muestra 

 Serie N° 1 : 1 1 : 2 1 : 4  1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 2048 1 : 4096 

 1 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 2 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

c. Muestra con adición de endotoxina (10ìL del spike): 
  Diluciones  de  la  muestra 

 Serie N° 1 : 1 1 : 2 1 : 4  1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 2048 1 : 4096 

 1 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) 

 2 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) 
 

CONCLUSION :  En la primera parte (a) se confirma la sensibilidad del reactivo LAL. 

                            La muestra contiene  < 3,84 UE/mL de endotoxina. Validar al menos la dilución 1 : 256. 
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4.5 Prueba Preliminar de Gel Clot (Cuantificación) 2do lote 

PRODUCTO :   CLINDAMICINA  600 mg  INYECTABLE   ESPECIFICACION :  Máximo   87,0  UE / mL    

LOTE :    005023    SENSIBILIDAD REACTIVO LAL :  0,03  UE / mL   VALOR M.V.D. :  Dilución 1 :  2 900 
 

a. Estándar :      

 Serie N° 2  λ λ 0,5 λ 0,25 λ Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
------ 

b. Muestra sin adición de endotoxina:           

  Diluciones  de  la  muestra 

 Serie N° 1 : 1 1 : 2 1 : 4  1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 2048 1 : 4096 

 1 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 2 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

c. Muestra con adición de endotoxina (10ìL del spike): 

  Diluciones  de  la  muestra 

 Serie N° 1 : 1 1 : 2 1 : 4  1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 2048 1 : 4096 

 1 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) 

 2 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) 

 

CONCLUSION :  En la primera parte (a) se confirma la sensibilidad del reactivo LAL. 

                            La muestra contiene  < 3,84 UE/mL de endotoxina. Validar al menos la dilución 1 : 256. 
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4.6 Prueba Preliminar de Gel Clot (Cuantificación) 3er lote 

PRODUCTO :   CLINDAMICINA  600 mg  INYECTABLE   ESPECIFICACION :  Máximo   87,0  UE / mL    

LOTE :    007043    SENSIBILIDAD REACTIVO LAL :  0,03  UE / mL   VALOR M.V.D. :  Dilución 1 :  2 900 
 

a. Estándar :      

 Serie N° 2  λ λ 0,5 λ 0,25 λ Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

b. Muestra sin adición de endotoxina:           

  Diluciones  de  la  muestra 

 Serie N° 1 : 1 1 : 2 1 : 4  1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 2048 1 : 4096 

 1 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 2 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

c. Muestra con adición de endotoxina 10ìL del spike): 

  Diluciones  de  la  muestra 

 Serie N° 1 : 1 1 : 2 1 : 4  1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 2048 1 : 4096 

 1 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) 

 2 (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) (   +   ) 
 

CONCLUSION :  En la primera parte (a) se confirma la sensibilidad del reactivo LAL. 

                            La muestra contiene  < 7,68 UE/mL de endotoxina. Validar al menos la dilución 1 : 512. 
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4.7 Validación : Inhibición o Magnificación 1er lote 

PRODUCTO :   CLINDAMICINA  600 mg  INYECTABLE   
LOTE :  002103    
DILUCION A VALIDAR :  Dilución 1 : 256   
ESPECIFICACION :  Máximo   87,0  UE / mL 
SENSIBILIDAD REACTIVO LAL :  0,03  UE / mL  (λ) 
 

a.  Estándares en agua (UE/mL)    

 Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

b.  Estándares en la muestra (UE/mL)   

 Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 3 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 4 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

CONCLUSION :  Se confirma la sensibilidad del reactivo LAL en agua y en el producto  
 

a la dilución 1 : 256 . 
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4.8 Validación : Inhibición o Magnificación 2do lote 

PRODUCTO :   CLINDAMICINA  600 mg  INYECTABLE   
LOTE :    005023    
DILUCION A VALIDAR :  Dilución 1 : 256  
ESPECIFICACION :  Máximo   87,0  UE / mL 
SENSIBILIDAD REACTIVO LAL :  0,03  UE / mL  (λ) 
            

a.  Estándares en agua (UE/mL)    

 Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

b.  Estándares en la muestra (UE/mL)   

 Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 3 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 4 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

 

CONCLUSION :  Se confirma la sensibilidad del reactivo LAL en agua y en el producto  
 

a la dilución 1 : 256. 
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4.9 Validación : Inhibición o Magnificación 3er lote 

PRODUCTO :   CLINDAMICINA  600 mg  INYECTABLE   
LOTE :    007043    
DILUCION A VALIDAR :  Dilución 1 : 512  
ESPECIFICACION :  Máximo   87,0  UE / mL 
SENSIBILIDAD REACTIVO LAL :  0,03  UE / mL   

            

a.  Estándares en agua (UE/mL)    

 Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

b.  Estándares en la muestra (UE/mL)   

 Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 Control ( - ) 

 1 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 2 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 3 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 

 4 (   +   ) (   +   ) (   -   ) (   -   ) (   -   ) 
 

 

CONCLUSION :  Se confirma la sensibilidad del reactivo LAL en agua y en el producto  
 

a la dilución 1 : 512. 
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5 DISCUSIÓN : 

• Para llevar a cabo la prueba de Interferencias (Magnificación e Inhibición) la 

USP indica utilizar una dilución que hubiere dado reacción negativa en la Prueba 

Preliminar de Cuantificación y que no exceda el M.V.D. no indica exactamente 

con cual dilución de todas las negativas se trabajará. 

• Las casas fabricantes del reactivo LAL, indican que la validación debe llevarse a 

cabo multiplicando por 4 la última dilución negativa o el doble de la última 

dilución positiva. Para fines del trabajo se empleó este último criterio que 

además cumple lo indicado en la USP. 

• La prueba LAL por el método de Gel Clot tiene un error declarado del doble del 

resultado, por lo tanto los resultados de análisis según mi criterio deberían 

expresarse como un rango, pero esta establecido que se exprese como un solo 

valor. 

• La USP indica que para la adición del spike se debe emplear un volumen de 

concentración conocida del estándar de endotoxinas tal que no diluya 

significativamente la muestra, en este caso se procedió con un volumen que sea 

menor del 10% del volumen de la solución final (10µL del spike) 

• En el trabajo de tesis “ Diseño de Validación del ensayo del lisado de 

amebocitos de Limulus (LAL) como ensayo de endotoxina bacteriana en el 

producto final de la solución inyectable Metamizol sódico” de los bachilleres 

Balbín D y Zegarra G. 1999, también se siguieron los lineamientos de la USP, FDA y 

la guía de los fabricantes.  

Se observa que se trabajó con un reactivo de menor  sensibilidad (0,25 UE/mL) lo 

que condujo a un MDV de 140; si se hubiere empleado la sensibilidad 0,03 como 

se recomienda en estas fechas el MVD hubiera sido 1170 lo que permite eliminar 

con mejor resultado los posibles interferentes. 
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• En el citado trabajo, para la adición del spike a los controles positivos del 

producto en la prueba de cuantificación, emplearon dos soluciones de 20λ y 2λ, 

necesitándose hacer una serie de diluciones que empleen estos estándares.  

En nuestro caso se trabajó con un spike de 0,6UE/mL añadiéndose directamente 

sobre los tubos de reacción; en ambos casos se obtuvieron las concentraciones 

deseadas siendo válidos. 
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6 CONCLUSIONES : 

• En el trabajo, se confirmó la sensibilidad del reactivo tanto en el producto como 

en agua, la idoneidad de los controles negativos y se recuperó el 100% del spike 

evidenciándose la gelificación; con esto se demostró que  es aplicable el 

método LAL – Gel Clot al producto Clindamicina 600mg / 4mL  inyectable 

porque no se evidencia inhibición ni magnificación. La capacidad del reactivo 

para reaccionar con las endotoxinas no se altera por la presencia del producto, 

dando resultados conformes en todos los lotes evaluados. 

• La prueba indica que el producto contenía endotoxinas en menor cantidad que 

el límite. Al concluir la validación se tiene la certeza de que se cumple con un 

título menor de 0,58 UE/mg establecido en la USP 27. 

• El pH de la mezcla Clindamicina  - LAL se mantiene dentro de parámetros (se 

midió con potenciómetro dando de 6,44 a 6,51) lo que  tomará en cuenta para 

futuros ensayos. Por otro lado, según los resultados obtenidos en la validación, se 

establece que la cuantificación de endotoxinas en este producto  se trabajará 

desde la dilución 1 : 256 hasta 1 : 2048 prosiguiendo como indica el siguiente 

cuadro: 

  Solución Dilución CSE # Réplicas Resultado 

1 Muestra 1 : 512 
1 : 1024 
1 : 2046 
1 : 2900 

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

2 
2 
2 
2 

Cuantificación 
 
 

Limit Test (1 : 2900) 
2 Muestra en la 

MDV 
1 : 2900 2ë 2 Control Positivo 

3 Agua 
Reactivo LAL 

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

2ë 
ë 

0,5 ë 
0,25 ë 

2 
2 
2 
2 

 
Confirmación de la 

Sensibilidad 

4 Agua 
Reactivo LAL 

------- -------- 2 Control Negativo 

 

• Se documentaron los resultados de la validación en los respectivos protocolos, 

estableciéndose la aplicabilidad calificándose como válido en el laboratorio. 
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7 RECOMENDACIONES : 

• Tratar en lo posible de hacer la validación con un reactivo con sensibilidad 

confirmada exacta (0,03 UE/mL) 

• Al reconstituir el reactivo LAL no agitar, mas bien se recomienda dejar en reposo 

por 10 minutos hasta que todo el liofilizado se disuelva solo. 

• Al hacer la batería de diluciones para la Confirmación de la sensibilidad del 

reactivo, agitar en vortex por lo menos 1 minuto entre dilución y dilución. Usar de 

preferencia un cronómetro. 

• Realizar todas las diluciones y al final trabajar con el estándar de endotoxinas 

para minimizar el riesgo de contaminación de la muestra. 

• Encender el baño maría por lo menos a la mitad del trabajo para tenerlo listo y  

regulado a la temperatura deseada en el momento preciso. 

• El producto y sus soluciones son muy espumosas por ello es necesario  tener en 

stock suficiente cantidad de puntas para micropipeta de repuesto y usar una 

punta nueva aunque se trate de la misma concentración para asegurar un 

correcto volumen. 

• Verificar el pH de la mezcla: muestra / LAL  desde la muestra concentrada. Se 

recomienda emplear un potenciómetro y no escatimar el gasto del reactivo ya 

que es importante para asegurar que se desarrolle la cascada de reacciones de 

coagulación. 

• Durante la adición de las soluciones a los pirotubos introducir la punta de la 

micropipeta hasta aprox. 2cm para evitar que la solución quede en las paredes 

de los tubos. 
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