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RESUMEN

Los pirbgenos son sustancias bacterianas que pueden resistir los métodos
convencionales de esterilizacion presentandose en grandes cantidades después de la
muerte y lisis de celular, su administracion en productos parenterales contaminados
provoca fiebre al hombre y/o animales, siendo los mas importantes las endotoxinas de las
bacterias Gram negativas.

La prueba LAL (Limulus amebocyte lysate) se emplea para cuantificar las
endotoxinas mediante una reaccion de coagulacién y formacién 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 validé 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 trabaj6é con equipos calificados, reactivos vigentes y de potencia certificada,
material apirégeno.

Se encontr6 que en los tres lotes del producto no se presentaron interferencias
(magnificacion ni inhibicién) lo cual demostr6 la aplicabiidad del método a esta
formulacion.

El desarrollo del presente trabajo permiti6 demostrar que es valido el uso de este
método para determinar el cumplimiento del limite de las endotoxinas bacterianas y liberar
nuestro producto cumpliendo los requerimientos reglamentarios.

Palabras clave:

LAL, Clindamicina inyectable, endotoxina, pirégeno, Lipopolisacarido (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 | 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, | 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)



INTRODUCCION

La misibn de la Industria Farmacéutica es la Salud Publica y su objetivo es la
calidad del medicamento, por ello, los productos farmacéuticos se elaboran dando
cumplimiento a las Buenas Practicas de Manufactura, empleando métodos y técnicas
que aseguren la obtencidn de farmacos 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
fiscoquimicas y microbioldégicas exigidas en las Farmacopeas oficiales vigentes dando
especial énfasis en asegurar su esterlidad y evitar la presencia de agentes
contaminantes (microorganismos, particulas, pirdgenos). (2)

El control microbiolégico en los productos parenterales es importante ya que en
su administracion, los mecanismos de defensa primarios no actian y se requiere que el
farmaco sea inocuo asegurando que no se ponga en riesgo al paciente por causa del
medicamento. (2)

Las pruebas microbiolégicas que se realizan para los productos parenterales
como productos finales son dos: 1) La esterlidad: que garantiza la ausencia de
bacterias, hongos y levaduras, y 2) Endotoxinas bacterianas: Cumplimiento del limite de
endotoxinas indicado en la farmacopea para cada producto. Ambas pruebas son
requerimientos microbiolégicos 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
determinacidn 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.



Todos los lotes deben ser sometidos a la prueba de esteriidad y de endotoxinas
bacterianas desde la materia prima, el agua empleada en su fabricacion hasta el
producto terminado.

La Prueba LAL (Limulus amebocyte lysate) - Método Gel Clot, detecta y
cuantifica unidades de endotoxinas basdndose 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 reaccidn Endotoxina - Lisado puede verse enmascarada por diversos
factores interferentes propios de la formulaciéon del producto y su interaccién 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
descartandose falsos positivos 0 negativos, y asegurando de esta manera que sera
posible determinar el cumplimiento de las disposiciones reglamentarias y recuperar la
salud de los pacientes sin causar reaccion toxica; por este motivo se plantearon los
siguientes objetivos :

- Demostrar que el producto no inhibe ni magnifica la reaccidn de gelificacion de la
prueba LAL

- Emplear dicha técnica validada que nos permita determinar si el producto cumple
con un titulo de endotoxinas menor a 0,58 UE/mg establecido en la USP 27.

- Implementar y estandarzar la técnica y metodologia para dicho producto
(diluciones, pH, etc)

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

registros respectivos.



2. GENERALIDADES
2.1 Validacion, definicion y objetivos :
El término validacion ha sido definido en la literatura de diversas maneras y por
numerosos autores pero todos indican el mismo significado: especificar e implementar,
aprobary documentar.
Mencionaremos como definicibn general a la dada por las Buenas Practicas de
Manufactura: obtencion de pruebas con arreglo a las Normas de Correcta Fabricacion
de que cualquier procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema
produce en realidad el resultado previsto.
La definicibn analitica de Validacion es el establecimiento de la evidencia documental
de que un procedimiento analitco conducira, con un alto grado de seguridad, a la
obtenciéon de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los atributos
de calidad previamente establecidos.
Validar es verificar documentaimente que un método o proceso hace lo que tiene que
hacer. (1)
2.1.1 Razones que justifican la validacién de métodos analiticos :
Demostrar que los métodos son adecuados a los andlisis propuestos en las
condiciones descritas.
La validacién 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 minimizara el namero de errores y repeticiones
permitiendo un importante ahorro de costo.
Trabajar con métodos validados permite no sélo el conocimiento del método
analitico sino también cumplir con las exigencias legales tanto del registro de
especialidades farmacéuticas como de la Buenas Practicas de Laboratorio, con el

fin de aseqgurar la calidad y eficacia del producto. (1)



2.2 Control de Calidad de Productos Inyectables :

La caldad 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 caracteristicas requeridas en
grado aceptable de conformidad con los limites establecidos.

La caldad de los productos farmacéuticos esta garantzada por una buena
practica de manufactura durante todo el proceso productivo mas que por el analisis
del producto final, es decir “La calidad se hace, no se controla”. (2)

En la Industia farmacéutica, el Area de Control de Calidad se encarga de
verificar que el producto cumple con las especificaciones, su labor se inicia desde el
andlisis de materias primas, se extiende al control riguroso de las etapas de fabricacion y
finaliza con los controles del producto terminado. Asegura también la calidad de los
materiales, reactivos y equipos que intervienen en el proceso analitico llevando en
paralelo el control de la documentacion. El control de calidad puede comprender tres
subareas: Control Fisicoquimico, Control Microbioldégico, Control Inspectivo y de material
de Empague. (2) Las pruebas que realiza el Area de Control de Calidad en las diferentes

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

Materias primas Fisicoguimico : Andlisis de Materias primas

* Microbioldgico : Limite microbianoy LAL. de materias primas

* Andlisis fisicoquimico del agua para Fabricacion
Fabricacién q auap

* Microbioldgico : Prueba LAL al agua parafabricaciéon y
Control ambiental del Area de Manufactura (Clase 10 000)

* Microbiologia : Andlisis de la biocarga del bulk antes de lafiltracion.

Filtracion Esterilizante * Microbiol gico : Control ambiental del Area de Filtracion (Clase 10 000)
(Area estéril)

* |nspectivo : Control del volumen de las ampollas

(Area estéril) * Microbiologia: Control ambiental del Area estéril (Clase 100)

~ Microbiologia: Control de la esterilizacion en autoclave (Bioindicadores)
Autoclavado

Bulk (Semielaborado) {* Control en procesos : Determinacién del pH y Gravedad especifica.

l Envasado

* Fisicoguimico : Contenido de principios activos

Y72 D78 N7 \ N7 S \ N7 W7

Ampollas envasadas * Microbiologia : Prueba de esterilidad, LAL.

* |nspectivo : Aprobacion de revision de particulas extrafias.

Figura 1. Diagramadelostrabajos de cada &rea de Control de Calidad.
-4-



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 particulas. Se lavan con agua destlada aprobada por
control de calidad, a temperatura de 50 a 70° C y que pasa por un fitro de 3 micras.

El lavado comprende 4 fases: la fase 1 es inyeccion de aire fitrado al interior de las
ampollas. La Fase 2 : inyeccion de agua fitrada a las ampollas. La Fase 3 : se repite la
fase 1yla Fase 4 en la que se repite la fase 2.

Las ampollas limpias se trasladan al horno de despirogenizacion en una cabina de flujo
laminar de transporte.

Esterilizacién:

Después del lavado, las ampollas se colocan en recipientes de acero inoxidable
denominadas cacerinas y se someten a esteriizacion por calor seco a 250° 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 area de
envasado. La carga colocada deberd ser en nimero y orden determinado por el
proceso de validacion.

Manufactura :

Paralelamente a las operaciones de lavado y esterilizacion de las ampollas se fabrica el
bulk (solucién inyectable en granel) en un ambiente no estéri (Clase 100 000) en un
tanque mezclando las materias primas de la formulaciéon: principios activos, agua libre
de endotoxinas y excipientes segun el procedimiento respectivo.

Filtracién:

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

Terminado y analizado el bulk, se esteriliza por el método de fitracibn a través de una
membrana de 0,2 micras, que garantiza que todas las bacterias presentes en el bulk

queden retenidas en el fitro. Esta membrana tiene una presion de punto de burbuja de



50 psi. Antes de la filtracion se realiza la prueba del punto de burbuja para asegurar que
la membrana se encuentra integra. En esta prueba se presurza el sistema de filtracion
hasta aproximadamente 40 psi y luego lentamente se incrementa la presion hasta 50 psi
(se observa una rapida y continua corriente de burbujas), cuando alcanza la presidn
indicada, se debe mantener no menos de 10 segundos y no debe observarse pérdida
de presidn lo que garantiza que no hayan orificios. Esta prueba se hace al inicio y al
final de la fitracidn y finalizado para asegurar que la membrana se mantuvo en las
mismas condiciones durante todo el proceso.

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

Envasadoy Sellado :

Se realiza en el area estéril, se retiran cuidadosamente las cacerinas del horno y se
colocan en la zona de envasado. Con las ampollas estériles y la solucion estéril (dentro
del area estéril segun Figura 2) y se procede a envasar en una maquina en tres fases :

Fase 1 :inyeccion de la solucién en las ampollas

Fase 2 : inyeccion de nitrégeno en las ampollas

Fase 3: cierre o sellado de las ampollas con calor (lama de gas y oxigeno)

Antes de ingresar al area estéril, el operario debe verificar que la alimentacién de gases
sea conforme e ingresa con mamelucos estériles. El operario debe cumplir pautas de
comportamiento que minimicen el riesgo de contaminacion. El envasado se leva a
cabo en el area estéri (Ambiente clase 100) y bajo flujo laminar. La temperatura se
mantiene en 21° C + 2 ° 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 retencidn de
particulas de hasta 0,5 micras de diametro. La renovacion del aire del area no es menos
de 20 cambios por hora con presiéon 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



sumergen las ampollas sometiéndose a vacio controlado, para que las ampollas que
pudiesen presentar fugas se coloreen internamente.

Inspeccion de particulas extranas:

Personal entrenado revisa el total de ampollas separando aquellas que presentan
particulas extrafias insolubles, mdviles diferentes a burbujas de gas involuntariamente
presentes que seran luego parte de la merma. Esta inspeccidn se realza en una
pantalla que consta de paneles de contraste iluminados: un panel negro mate (sin
brillo), otro panel blanco mate y un portalampara fijo.

El personal del area de revisibn 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 impresién, pelusas, volumen bajo, falla de cierre, etc.
Empaque:

Las ampolas que pasan la inspeccion visual son acondicionadas en sus empaques

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

futura distribucion a las farmacias. (3)

Lavado
de
ampollas Area Estéril
Esterilizacion Prueba de
de ampollas hermeticidad
Envasado Sellado Inspeccion
de de de Acondicionado
ampollas ampollas particulas (Empague)
Filtracion del
bulk
Manufactura

Figura 2. Esguemadel proceso de fabricacion de productosinyectables : Lavado— Manufactura—
Esterilizacion - Filtracién — Envasado— I nspeccion de particulasy Acondicionado.- Adaptado de“H
DilemadelosEstériles’ N. Aguliera/J. Calero/ J. Giraldo/F. Gébmez 1999 (3).
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2.4 El Control Microbioldgico en la Manufactura de Productos Inyectables :

La calidad microbiologica de todo producto farmacéutico se ve influenciada
por el medio ambiente en el que se fabrica y por los materiales utiizados en su férmula;
su carga bacteriana representa la sumatoria de la carga inicial de las materias primas,
equipos, ambiente, operadores y envases utilizados en su fabricacion.

El control microbiolégico verifica que cada una de estas variables cumplen las
especificaciones, confima que los procesos se estan realzando 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 caldad que cumplira su
objetivo.

La manufactura de productos parenterales requiere un control microbiolégico
estricto que involucra todos l0s procesos, mencionamos algunos de estos.

o Control Ambiental :

Es la evaluacién microbiolégica de los ambientes de producciéon que evalia el
proceso de limpieza y sanitizacion, asi como el correcto comportamiento del personal
indicando que el area esta bajo control. En algunos casos se realiza diariamente
aunque no estén en operatividad (area estéril).

La USP 27 acoge la Norma Federal Estandar 209E que indica el disefio y la
construccion de ambientes controlados y ambientes limpios basandose en los limites de
particulas de tamafio mayor o igual a 0,5 micras. La industria farmacéutica adopta esta
norma desde los valores de la clasificacion M 3,5 hacia delante segin Tabla 1. Los
parametros microbioldgicos se presentan en la tabla 2. (4)

Se evalla el nivel de particulas no viables considerando que los microorganismos
se encuentran asociados a particulas de 10 a 20 micras y podran influr en dos
requerimientos del producto final: particulas extrafias y esterilidad.

Un area limpia es aquella que cuenta con un control de la contaminaciéon por
microorganismos y/o particulas no viables. Segln la Federal Estandar 209E, los ambientes

se clasifican en 3 grupos:



z

> Area Clase 100, ambientes criticos controlados 6 “Clean rooms” : donde el

numero de particulas no excede 100/pie3. Por ejemplo bajo flujo laminar del

area estéril de inyectables.

> Area Clase 10 000: donde el numero de particulas no excede 10 000/pie3 como

son las areas de soporte o adyacentes a las de clase 100.
> Area Clase 100000 : el nimero de particulas no excede 100 000/pie3

Por ejemplo las areas de manufactura de productos no estériles.

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

frecuencias de muestreo y acciones preventivas. (4)

Tabla 1. Clasificacién de Ambientes por particulas
* Adaptado de la U.S. Federal Standard 209E, Setiembre 11, 1992- "Airborne particulate Cleanliness
Classes in Clean Rooms and Clean Zones" USP 27 Pagina 2560.

Clase * ufc por metro cubico ufc
de aire (m3) (pie3)
S| 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)
* Segun definicion de U.S. Federal Standard 209E, Setiembre 1992.
** Debe muestrearse suficiente volumen de aire para detectar sobre el limite establecido. USP 27 Péagina 2562.
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Clase Particulas iguales o mayores a 0,5nm

S u.s. (m®) (pie®)

VI — 10.0 0,283 | )

M1.5 1 35.3 1 Referencias para
e - 100 28 | [ g

M2.5 10 353 10 j

M3 e 1,000 283

M3.5 100 3,530 100 |

M4  ————- 10,000 283

M4.5 1,000 35,300 1,000 Referencias para
o d00000 260 | ke

M5.5 10,000 353,000 10,000

mMe 0000 —_————- 1,000,000 28,300

M6.5 100,000 3,530,000 100,000

M7 === 10,000,000 283,000| “



o Control de Uniformes :

El uniforme corresponde a la indumentaria que el personal utiliza en las areas de
trabajo, estos pueden contribuir con particulas viables y no viables en el ambiente.

La principal fuente de contaminacién en los ambientes controlados son los
operarios y el area de microbiologia debe verificar que el personal y su indumentaria
estén cumpliendo las especificaciones (segun tabla 3) con muestreos peridédicos
aleatorios segun procedimiento.

Se evaltan los uniformes del personal que labora en las areas de manufactura y
filtracion-envasado (area estérl) con la finalidad de verificar que ofrezcan las
condiciones apropiadas de asepsia.

El personal que trabaja en el area de fitracibn-envasado debe vestir
correctamente un mameluco estérili que no desprenda fibra ni particulas evitando que
ingrese contaminacion.

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

placas Rodac 6 el método del hisopado. (4)

Clase * ufc por placa de contacto
Guantes Ropa
S| U.S.
M3.5 100 3 5
M5.5 10,000 10 20

Tabla 3. Referencias de limites de limpieza de uniformes del personal
operario de ambientes controlados en ufc.
* Las areas de las placas de contacto varian de 24 a 30cnt. Cuando se hisope, el &rea muestreada
debe ser mayor o igual a 24cn? pero no mayor de 30cn?. USP 27 Pagina 2562.

o Control de Superficies :

El control de superficies permite evaluar que los de equipos e infraestructura de
las areas cumplen con las especificaciones (tabla 4) establecidas e minimizandose los
riesgos de contaminacién microbiana por contacto con el producto. (4) La superficie a
muestrear es toda zona expuesta que estd en contacto o sobre el cual se manipulan los
productos farmacéuticos (mesas, equipos, etc). Se realiza el hisopado de paredes, pisos,

mesas, partes de maquina, ropa, etc.
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Los tanques de fabricacion, la maquina envasadora, etc se hisopan segun
frecuencia establecida en el procedimiento para verificar la limpieza y determinar su
vigencia en esta condicion. También se realiza esta prueba durante la Validacion de
Limpieza y como andlisis de soporte después de una recuperacion del area aséptica de

inyectables cuando se haya perdido la condicion de esterilidad.

Clase * ufc por placa de contacto*
Sl uU.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 éreas de las placas de contacto varian de 24 a 30cnf. USP 27 Pagina 2562.

o Control de Esterilizaciones:

Todos los materiales, equipos, uniformes, etc empleados en la fabricaciéon de
inyectables deben ser esteriizados antes del uso. Dicha esterilizacidon puede llevarse a
cabo por 2 métodos:

Autoclavado,

Autoclave: equipo de cierre hermético, resistente a altas presiones y
temperaturas en cuya camara ingresa vapor, de calidad adecuada para esterilizar los
productos que se colocan en su interior.

El autoclavado emplea vapor saturado a  presion 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 area de Produccién esteriliza por autoclave los materiales que no resisten altas
temperaturas : uniformes, equipos de fitracion, agua, muestreador de aire, equipo de
filtracion esterilizante, sistema de envasado (agujas dosificadoras, mangueras, jeringas,
valvulas de alimentacioén, varilas de aspiracion), materiales de limpieza del area 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 121° C x 75 minutos a 1 atmoésfera de
presion  (segun validacion vigente), las esporas experimentan destruccion 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 validaciéon y luego se incuban a 60 + 2° C durante 48 horas. El area de
Microbiologia evalla 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.

Se lleva a cabo en un horno calificado al que se le han determinado los
puntos mas frios. La esterilizacion se realiza a 170° C x 3 horas y la despirogenizacion a

250° C x 2 horas segun calificacion (ejemplo en tabla 5).

Esterilizacion es el proceso por el cual se destruye totalmente las formas vivas
(microorganismos, hongos Yy levaduras) aplicando calor a altas temperaturas.
Despirogenizacion es el proceso de destruccion de pirdgenos por medio del calor a
temperaturas mucho mas elevadas.

La correcta esteriizacion y despirogenizacion por calor seco es revisada en las
cartillas circulares graficadoras del proceso que son verificados por microbiologia y se
corrobora con la prueba de esterilidad de ampollas vacias.

Este control es importante para verificar las condiciones de esterilidad de las
ampollas de vidrio vacias empleadas en el envasado de inyectables y es una prueba
de apoyo a la Validacion de llenado aséptico.

Estas pruebas nos permiten confimar que el proceso de esterilizacion ha sido
adecuado garantizando resultados confiables y repetitivos en la obtencion de un

producto o material estéril. (4) (5) (6)
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Tipo de carga

N° ampollas

N° cacerinas

Temperatura de

Tiempo del
ciclo de

Protocolo de

POreacenind | “por carga * trabajo * desp./ ester. validacion
*
IAmpollas de 2mL 630 80 2500 C 2 horas PV-PM..........
Ampollas de 3mL 450 78 250° C 2 horas PV-PM..........
IAmpollas de 5mL 300 70 250° C 2horas ...l

Tabla 5. Referencias de cuadros de tiempo y temperatura del ciclo
de esterilizacién y despirogenizacién de ampollas por tipo de carga
* Datos determinados por el proceso de validacién de esterilizacion y despirogenizacion vigente en el laboratorio.

o Control de detergentes y desinfectantes:

El area estérii de inyectables se limpia diariamente con desinfectantes estériles
(Quilbac, tegol 2%, alcohol fenol 5%, alcohol 70° etc) los cuales han sido analizados y
aprobados por el area de microbiologia. Estos desinfectantes se emplean para realizar
los procesos de Ilimpieza ordinaria (diariamente al término de la jornada), la
desinfeccion (semanalmente con bomba de pulverizacion conteniendo 5 litros de la
solucion desinfectante de turno) y en la rotacion de desinfectantes (eliminando los
restos del desinfectante anterior con agua destlada y posterior desinfeccion con el
nuevo desinfectante)

La rotacion de desinfectantes es el cambio alternado del desinfectante a utilizar
para evitar resistencia microbiana. Cada limpieza y rotacidon de desinfectantes va
acomparfado 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 area de
inyectables es analizado para determinar que su caldad microbiolégica cumple las
especificaciones.

o Control de gases : Anhidrido carboénico y nitrégeno

Estos gases se emplean para sustituir el aire de las ampollas a fin de evitar la
alteracion por oxidacion del aire. (7)

Se determina la esteriidad de los gases empleados en la manufactura, filtracion
y envasado de productos inyectables para verficar las condiciones de pureza y
esterilidad requeridas. Se controlan estos gases inertes del ambiente de manufactura,

filtracion, las agujas de pre y post gasificacion.
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o Anadlisis de Sistemas de Apoyo critico : Agua - Aire — Vapor

El andlisis microbiolégico de los diferentes tipos de agua, asegura una buena
calidad del sistema de almacenamiento, distibucion y tratamiento de agua verificando
el cumplimiento de las especificaciones establecidas.

En necesario establecer un Programa de Monitoreo Fisicoquimico vy
Microbioldgico de los diferentes tipos de agua utilizados. (4)

En el laboratorio de microbiologia, se analizan cuatro tipos de agua: Agua
potable, Agua ablandada, Agua destilada y Agua para inyectable.

Cada tipo de agua cuenta con requerimientos microbiolégicos (recuento y
ausencia de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli segln sea el caso) asi como los
valores a los cuales se deben tomar las medidas de aletta y accidon segun el

procedimiento respectivo.

El vapor se emplea en varios equipos como: autoclaves, secadora de lecho
fluido, chaquetas de calentamiento de marmitas, etc.

El andlisis microbiolégico nos permite determinar que el vapor de calefaccion
generada en los calderos tiene la calidad microbiolégica adecuada, para ello se
recoge el condensado del vapor en recipientes estériles y se someten a las pruebas

requeridas (esterilidad y LAL).

El aire comprimido utilizado en diversos procesos es analizado para verificar que
no aporta carga bacteriana al producto. En el area de inyectables el aire comprimido
interviene en la lavadora de ampollas y en la envasadora, también se emplea en otras
areas de produccibn como en la encapsuladora, en los procesos de secado de

materiales, recubrimiento de tabletas, etc.

-15-



o Control de Flujos Laminares :

Segun frecuencia indicada en procedimiento y durante la calificacion de
ambientes, se muestrean los flujos laminares tanto de microbiologia como de las areas
de produccién para evaluar el recuento de particulas viables que garanticen el buen
estado de los filtros de la cabina, en paralelo se cuantifican las particulas no viables

para tener un resultado global.

o Pruebas de los inyectables como producto terminado :

Esta prueba evalla si el producto esta libre de microorganismos viables
garantizado su inocuidad y su liberacion para su uso por los pacientes.

Se filtra 100mL del producto en un equipo de filtracion estéril, se enjuaga con
300mL de agua peptonada 6 el nimero de veces segun indica la prueba de
bacteriostasis y se colocala membrana en caldo casoy y tioglicolato.

Se espera 14 dias controlAndose diariamente el desarrollo de turbidez al final de

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

La prueba de esterilidad se lleva a cabo en el area estéri de microbiologia que
es rigurosamente controlado como el del area de inyectables.

Durante la prueba se muestrea en paralelo el ambiente para garantizar que las
condiciones ambientales son Optimas para desarrollar el test evitando riesgos de
contaminacion y falsos positivos.

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

Crecimiento y la Prueba de Bacteriostasis y Fungistasis.
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La promocidon de crecimiento consiste en inocular 3 unidades del lote de cada
caldo con suspensiones de cepas ATCC (segun tabla 6) que tengan concentracidn de
10 a 100 ufc/mL segun 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 sélo en las unidades inoculadas, lo cual indica
que los medios (caldo casoy y caldo tioglicolato) logran recuperar los microorganismos

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

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 eliminacion de los conservadores
de la muestra mediante enjuagues sucesivos con agua peptonada determinandose el
nimero de enjuagues necesarios para que no se produzca inhibicion 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 mayoria de productos farmacéuticos tienen conservadores en su formulacion
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 fitrante. Muchas veces es necesario
enjuagar un mayor numero de veces para elminar totalmente los residuos
bacteriostaticos (por ejemplo antibiéticos inyectables u otros).

Para ello se fitra 100mL del producto, se inocula la membrana enjuagada con
cepas de bacterias entre 10 — 100 ufc/mL (segun tabla 6) y se incuba conjuntamente
con un control positvo que consiste en inocular la membrana con dicha suspensidon

pero sinfiltrado inicial de producto.

-17-



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 nUmero de enjuagues necesarios.

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

Medio Microorganismo N° ATCC Incubacion (7 d|§§)
Temperatura | Condiciones
Fluido Tioglicolato  |Staphylococus aureus ATCC 6538 325+25°C Aerdébica
Pseudomonas auer uginosa ATCC 9027 325+25°C Aerdbica
Clostridium sporogenes ATCC 11437 325+25°C Anaerobica
Caldo Casoy Bacillus subtilis ATCC 6633 25+25°C Aerébica
Candida albicans ATCC10231 | 225+25°C Aerdbica
IAspergillus niger ATCC16404 | 225+25°C Aerébica

Tabla 6. Microorganismos usados en la Promocion de crecimiento y en la prueba de
Bacteriostasis y Fungistasis en productos inyectables
Adaptado de la USP 27 Pagina 2158
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2.5 Las Bacterias Gram Negativas

La pared celular es la capa rigida que da forma a la bacteria y que cubre la
membrana citoplasmatica, protegiéndola de la lisis osmdtica y de sustancias toxicas.

La tincibn Gram es una técnica muy utilizada que fue descubierta por el danés
Christian Gram en 1884. Segun la técnica, el cristal violeta actia como tincion primaria
uniéndose a la pared celular bacteriana después de un tratamiento con una solucién
yodo-yodurada que sirve como mordiente para unidn 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 decoloracidn con solucién orgénica (alcohol-
acetona) viéndose azul-violeta al microscopio. Las bacterias Gram negativas pierden la
tincibn del cristal violeta al decolorarse debido al alto contenido lipidico de su pared
celular y posteriormente captan la coloracion de la safranina viéndose rojas al
microscopio. Otro grupo de bacterias al cual pertenecen las micobacterias  son
denominadas bacterias alcohol-acido resistentes, estan cubiertas de un grueso material
céreo que resiste la tincibn pero una vez tefidas con carbolfucsina resisten la

decoloraciéon con solventes organicos fuertes como alcohol - acido. (8)

Membrana
plasmatica

Peptidoglucano

Espacio
Periplasmico

Figura4. Edructurade la Pared celular delabacteria Gram postiva 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 6ptico de transmision: la pared
celular Gram positiva esta formada por una Unica 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 ademas un espacio entre la

membrana plasmatica y la membrana externa denominado espacio periplasmico que

es mas pequefno 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 afranina

viéndose rosadas al microscopio.

Membrana externa
Peptidoglucan g .
Espacio
Membrana \ ¢ periplasmico
Plasmatica ——

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 lipopolisacérida: la endotoxina bacteriana que es un

componente téxico de gran importancia en la industia de productos parenterales.

(Figura 6)
Peptidoglkanc ac. Teicolco Lipopolisacarida
[Mureina) _
PARED MEMBRANA
CELULAR EXTERNA
U ,
poproteina ESPACIO
MEMBRANA i I PERIPLASMICE
Peptidoglicano
CITOPLASMIC) huroina)
MEMBRANA
CITOPLASMIC,
ac. Lipoteicoico
GRAM POSITIVA GRAM NEGATIVA

Figura 6 Dibujo de las diferencias entre las envolturas celulares de las bacterias Gram positivasy Gram

negativas tomado de http://danival.or g/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. Capade peptidoglicano : da forma a la bacteria y previene de lisis osmotica.

2. Membrana externa : estructura de bicapa lipidica exclusiva de las bacterias
Gram negativas que se encuentra en la superficie externa de la bacteria,
compuesta de fosfolipidos, lipoproteinas, lipopolisacaridos (LPS) y diversas
proteinas, como las porinas o canales proteicos. Los LPS de la membrana
externa son Unicos y especificos de las bacterias Gram negativas, y son las
responsables de las propiedades bioldgicas.

3. Espacio periplasmico - Periplasma : Se encuentra entre la membrana externa y la
membrana citoplasmatica. Contiene al periplasma que es un material

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

(10)

Pared celular Gram positiva Pared celular Gram negativa

Membrana

externa >
AN Peptidoglicano Prad

Espacio /'

eriplasmico

Membrana

< citoplasmatica <

Peptidoglicano

Acido Lipoteioicos

Sélo Membranainterna Membranainternay externa

Figura 7. Diferenciasestructurales entrelas Bacterias Gram positivasy Gram negativas.
Adaptadode“ LAL Methods and applications” Associates of Cape Cod Inc. 1999.
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2.6 Toxinas bacterianas: Exotoxinas y Endotoxinas.

La intoxicaciobn es una enfermedad originada por una toxina que puede ser
exotoxina 6 endotoxinas (Ver cuadro comparativo en la tabla 7). La palabra toxina
deriva del latin Toxicum que significa veneno y es una sustancia especifica a menudo el
producto metabdlico del organismo que dafia al hospedero.

Las exotoxinas son proteinas (a menudo enzimas) solubles, termolabiles que el
microorganismo patdégeno libera en su microambiente durante su crecimiento (Ver
ejemplos en Tabla 8). Son sintetzados por agentes patégenos especificos que poseen
plasmidos o profagos que transportan los genes codificadores de la exotoxina, son
proteinas termolabiles que se inactivan entre los 60 y 80° C son toxicas en dosis
pequenfas (rg/g ejemplo la toxina del botulsmo), estmulan la produccién de

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

neurotoxinas, citoxinas o enterotoxinas seglin su mecanismo de accion. (6)

Caracteristicas Endotoxinas Exotoxinas

Tipo bacteriano Bacteria Gram negativa Mayoria de bacterias Gram positivas,
algunas Gram negativas.

Ubicacion celular Lipopolisacarido de Citoplasma
la pared celular

Estructura quimica Porcion lipidica del Proteinas
lipopolisacéarido

Estabilidad al calor Estable Inestable

Toxicidad Baja Alta

Sintomas Inflamacion, fatiga, desérdenes Necrosis celular y tisular
respiratorios, shock séptico. efectos neurolégicos, deshidratcion.

Enfermedades Shock séptico Botulismo, célera, difteria.

Tabla 7. Comparacién de las Endotoxinas y Exotoxinas.

Adaptado de“ Microbiologia” Prescott L, Harley J, Klein D, y de* Toxinas bacterianas’
htpp:/imww.ger mology.com/bacteria.htm acceso 9-02-03
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Las Endotoxinas estan presentes en la pared externa de las bacterias Gram
negativas. Se denominan asi porque estan ligadas a la bacteria y se liberan cuando el
microorganismo es destruido, parte de las endotoxinas también se liberan durante la
multiplicaciéon bacteriana. Son termooestables, toxicas en dosis elevadas, el lipido A es
poco inmunogénico a diferencia de la cadena O-polisacarida. Generalmente similares
entre si en el Lipido A pero con grandes diferencias en la cadena O-polisacarida.

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

Categoria )Algunos Ejemplos

Neurotoxina Clostridium botulinum
Clostridium tetani

Staphylococcus aureus

Bacillus cereus

Enterotoxina \Vibrio cholerae

Escherichia coli (cepas enteropatdgenas)
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“ Microbiologia” Prescott L, Harley J, Klein D. 1999
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2.7 Pir6genos, las Endotoxinas Bacterianas:

La palabra pirdgeno se deriva de los vocablos: piro = fuego y gen = origen. Las
primeras observaciones de reacciones pirogénicas datan de 1911 por Wechbelman
quien describi6 ocasionales aumentos de temperatura y escalofrios en pacientes a
quienes les administraba Arsfenamia por inyeccion intravenosa. Posteriormente Hart y
Peridolf comprobaron que la inyeccion de agua destlada en un aparato de vidrio no
producia fiebre si se administraba recién destilada. En 1923 Sieber evidencid que las
fiebres descritas por Wechbelman se originaban por presencia de sustancias de origen
bacteriano, dando el nombre de pirégenos, estableciendo que dichas sustancias
podian ser bacterias muertas, intactas o desintegradas o generalimente productos del
metabolismo bacteriano. Sus experiencias le condujeron a desarrollar la prueba de

pirbgenos 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 pirdgenos 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
confirmacion de que ademas de las toxinas que las bacterias liberan (exotoxinas)
algunos grupos de bacterias también producen moléculas biolégicamente 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 lipopolisacaridos (LPS) de alto
peso molecular que constituyen el principal componente de la pared celular de las
bacterias Gram negativas patdgenas o no patégenas tales como E coli, Shigella,

Pseudomonas, Neisseria, Haemophillus y otros. Ver Figura 8.
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Las células viables producen pequefias cantidades de endotoxinas durante su
vida, pequefias cantidades pueden ser liberadas en forma soluble especialmente por
los cultivos jévenes, sin embargo la mayor cantidad tiene lugar después de la muerte y
lisis de la célula bacteriana. (12) (13). Durante casi 100 afios, el término endotoxina ha
descrito una toxina termoestable, pirbgena y potencialmente letal de las bacterias
Gram negativas que se habia constituido en una plaga para laIndustria farmacéutica
pues la administracion de farmacos contaminados con éstas producia complicaciones

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

LPS

polisacarido
O-polisacéridd

Lipido A
Membrana Externa

L i?
Membrana
citoplasmética

Espacio
periplasmico

Fosfolipidos

Figura 8. Estructura quimica de la Pared celular de la bacteria Gram negativa, se apr ecia e compleo
lipopolisacarido (LPS) y sus partes: Lipido A, Polisacarido R y Polisacarido O.

Dibujado por J. Solisa partir de“ The Grapes of Staph” A Microbiology Lab Manual
http://mww.cat.cc.md.us/cour ses/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 y Il que estan
representadas en las figuras 9y 10.

Reqgidon | : El lipido A es el componente lipidico, es la regidn hidrofébica del LPS, consiste
en un disacarido de N-acetiglucosamina (NAG) fosforlada con 6 a 7 acidos grasos
saturados. La estructura del lipido A es muy similar entre las bacterias Gram negativas.

Reqidén Il : Se encuentra unida a la posicion 6 de un NAG. El antigeno R consiste en una
corta cadena de azlcares. Se consideran 2 subregiones :

La fraccion del nulcleo interno: se encuentran 2 carbohidratos tipicos de las bacterias
Gram negativas : el &cido 2-ceto-3-deoxioctonoico (KDO) y L-glicero-D-manoheptosa. El
KDO es Unico y siempre presente en LPS y constituye un indicador de endotoxinas.

La fraccion del nicleo externo: esta constituido a base de hexosas (glucosa, galactosa),
NAG, y a veces algunas hexosas mas raras.

Con algunas variaciones ligeras, el polisacarido es comun 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 polisacarida similar
pero no idéntica.

Reqgiéon Il : se encuentra unido al polisacarido R. Consiste en subunidades repetidas de
oligosacaridos de 3 a 4 azicares.

Las cadenas individuales varian en longitud hasta mas de 40 unidades repetidas. El
polisacarido es mas grande que el nidcleo polisacarido y mantiene el dominio hidrofilico
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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POLISACARIDO

LIFIOOD
Y Y
I |
MNdcleo | Ndcleo -
Cadena O - especfMica - SRFIY R Lipido A
| | | | | |
] b Ila

Figura9. Esquemadelastresregionesdd Lipopolisacarido
Dibujado a partir de http://www.bact.wisc.edu/Bact330//lectur ept acceso 15-03-03

Region Il :
Region I : Antigeno R Region | :
Polisacarido O Nucleo polisacarido Lipido A
Antigeno O

Dominio hidrofilico

Polisacarido R

Cadena corta de azUucares

Region hidrofébica

Sub-unidades de
oligosacéaridos de
3 ab azlcares

Determinante antigénico

Unida a la posicion 6 del NAG
KDO-Hep-Glu-Gal-Glu-GIluNAc-
KDO = &cido 2-ceto-3-deoxi

octénico, en LPS.

Es un dimero fosforilado de
N-acetilglucosamina (NAG)
con 6 o 7 Acidos grasos

saturados.

principal (lugar de com-
binacién con anticuerpos)
La composicion de azdcares
varia enormemente entre
especies.
Contribuye a la variedad de
tipos antigénicos.

Similar pero no idéntico entre
miembros de un especie.
Es estructuralmente diferente
entre géneros de bacteria.
Ejm : los géneros Salmonella,
Shigella y Escherichia tienen
nucleo polisacarido similar
pero no idéntico.

La estructura del lipido A, es
muy similar entre las bacterias
Gram negativas.
Constituye la parte téoxica de
la endotoxnia.

Tabla 9. LasRegionesdel Lipopolisacérido delas Endotoxinas Disefio J. Solis 2003.
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Figura 10. Esquemadelamoléculade LPS.
Tomadode" LAL Methodsand applications”, Associates of Cape Cod Inc, 1999
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2.8 Actividad Bioldgica de las Endotoxinas Bacterianas:
El lipido A y la cadena de polisacaridos son los determinantes de la virulencia de
las bacterias Gram negativas.
Lipido A = componente téxico
Polisacaridos = no téxicos, componentes inmunogénicos
Las endotoxinas pueden provocar una serie de efectos fisiopatoldgicos como: fiebre,
inflamacién, destruccidon tisular, déficit respiratorio, dafio capilar, coagulaciéon
intravascular, hipotension, shock, decaimiento corporal.
Las endotoxinas (LPS) son pirogénos exogenos (ejemplos en la tabla 10) porque
inducen la generacion de pirégenos endégenos por los glébulos blancos

principalmente monocitos y macréfagos.

Sustancias  |gacterias Endotoxinas (Lipopolisacaridos)
microbianas Peptidoglucano
Acidos Lipoteioicos
Exotoxinas (Proteinas)
Virus Proteinas
Hongos Toxinas
Algas Toxinas
Sustanciasno  [Antigenos (albiminas, antibidticos)
microbianas Ederoides

Tabla 10. Algunos ejemplos de pirégenos exdgenos
Tomadode" LAL Methods and applications”, Associates of Cape Cod Inc, 1999

Se ha determinado que el tipo y la intensidad de la respuesta biol6égica
depende de la fuente bacteriana, su estado de purificacion y el tipo de soluciéon en la
cual esta presente. (11)

Con la finalidad de protegerse de una infeccion, la primera medida de nuestro
organismo es detectar la presencia de microorganismos extrafios, reconociendo
moléculas no asociadas a células humanas. Estas moléculas infecciosas se unen a un
receptor promoviendo la liberacion de proteinas de defensa denominadas citokinas.
Este principio también se aplica en las endotoxinas. La secuencia de la reaccion
pirogénica (Ver figura 11) es la siguiente: El lipopolisacarido (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 sanguineo durante la administracion); se une a una proteina de unién al LPS,
formandose un complejo “LPS-Proteina de unién”, este complejo viaja a través de la
sangre y se une al receptor CD14 ubicado en la superficie de los macréfagos; (este es el
mecanismo normal de defensa por el cual el organismo reconoce que hay invasidbn por
bacterias). Los macréfagos se activan liberando moléculas de defensa, las citokinas.

Las citokinas se unen a sus receptores en células especificas produciéndose mediadores
inmunoldgicos de defensa innatos como, fiebre, inflamacién, fagocitosis. Si se liberasen
gran cantidad de citokinas, se produciia dafio a nivel de vasos sanguineos, disfunciéon

respiratoria, destruccion de tejidos, hipotensidon, shock y muerte. (11) (12) (13) (14)

C)_’Ooo_’@_’ g

Lisis de la Endotoxinas Proteina de Unién
bacteria Gram (LPS) unién al LPS Proteina - LPS
negativa
CD 14
- @
Macrofago

Coagulacion ¢—— Activacion de la

sanguinea via de V\ v
/ Liberacion

Inflamacion Prostaglandinas, ¢ de

<4 leucotrienos citokinas
L \ (IL-1, IL-
Lisis del Activacién de la 8, TNF—a)
MAC P — via del '

Figura 11. Esquema de la secuencia de liberacion de endotoxinas y su actividad bioldgica. (9)
Dibujado por J. Solisa partir de http ://www.cat.cc.md.us/cour ses/biol230labmanua 1999 Acceso 15-11-03
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activan el sistema del complemento el cual produce inflamacién, activan la fibrindlisis,
desencadenan reacciones enziméaticas que causan la liberacion de bradicininas y otros
péptidos vasoactivos causando hipotension. (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 sefial molecular que induce a
los macréfagos para que produzcan pirégenos enddgenos los cuales a su vez inducen la
producciéon de mediadores como las prostaglandinas que actian directamente sobre los
centros de control de temperatura del cerebro. Estos pirégenos enddégenos incluyen : IL -1
(interleukina 1), TNF - ? (Factor de necrosis tumoral alfa), IL — 6, etc. Las tres primeras citokinas
inducen fiebre a través de la induccién de sintesis de prostaglandinas (PG- E2) las cuales
actian en forma directa sobre los centros de fiebre en el hipotalamo.Las prostaglandinas

también causan aumento de la permeabilidad vascular. (9)
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Figura1Z Diagrama de 1as respuestas biologicas ante Ias endotoxinas bacterianas
Tomadode“ Microbiologia” Prescott L, Harley J, Klein D, Cuartaedicion, Mc Graw Hill Interamericana 1999
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2. 9 Estandar de Endotoxinas

La prueba de pirdgenos no utiiza estAndares, pero una vez que se comenzé a usar la
prueba LAL, fue necesario emplear uno.

El primer estAndar de endotoxinas fue preparado a partir de Escherichia coli O 113 :
H10 : K por la FDA.

Estandar Primario - Estandar de Endotoxinas (RSE)*:

Es el estandar 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)

Estandares Secundarios - Estandar de Endotoxinas (CSE):

El Control estandar de Endotoxinas (CSE) es una preparacion de endotoxinas diferente
al RSE cuya relacion de actividad debe ser declarada por el fabricante. La sensibilidad del RSE
y del CSE deben ser evaluadas en paralelo para encontrar la relacién de actvidad y usarse
como estandar secundario.

En la practica, se emplean estandares secundarios ofrecidos por las casas que lo
manufacturan (Associates of Cape cod, Charles River Endosafe, etc) los cuales han sido
estandarizados contra el Estandar USP. (18)

Este estandar puede emplearse hasta un mes después de su reconstitucion, debe tener
rotulado la fecha de reconstitucion y guardarse bien tapado a una temperatura de 2 a 8° C. (4)
Los proveedores del CSE vy del reactivo LAL deben garantizar sus resultados a través de un

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

2.10 Limites de Endotoxina:
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El limite 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 via intratecal el limite es Q2 UE/Kg/hr, el limite para volimenes grandes de parenterales es
de 0,5 UE/mL. (4)(26)

La Guia de la FDA establece la dosis maxima de producto que puede administrarse y
el limite de endotoxinas para cada farmaco. Estos limites han sido calculados considerando
un peso promedio 70 Kilos, y la dosis maxima de producto a ser administrado (M).

Los limites de endotoxinas por producto también estdn dados en las Farmacopeas
para realizar los calculos respectivos, se aplican a productos terminados y también a materias
primas. (11)(16)

Ejemplo: Para un producto X con dosis maxima de 1g por persona y concentracion de
100mg/mL
Dosisxkg = 1g = 0,0143g/kg = 14,3 mg/kg

70

Limite de Endotoxinas = = Ob5UE/kg = 0,35UE/mg

K
M 14,3 mgl/kg

Limite de endotoxinas/ mL = 0,35UE/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 artrédpodo conocido también como “casco de caballo” vive en las costas de
Estados Unidos desde Florida hasta Maine, data de hace 5000 afios atras teniendo su origen
en el periodo Cambrico. 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 relacién simbiética, formando parte de la ecologia y vida marina de
ese lugar. Su importancia se acrecentd en los afios 60 cuando los investigadores
norteamericanos Levin y Bang observaron que al inyectar bacterias al cangrejo se producia
coagulacién masiva y mas tarde descubrieron que su sangre podia ser usada para detectar
endotoxinas exdgenas en farmacos, material médico y en agua. Al inicio se le empleaba
como diagnodstico de bacterias Gram negativas, pero con el tempo y hasta la fecha se
comenzé a utilizar como ensayo de rutina para la determinacion y cuantficacion de
endotoxinas en las materias primas y agua, o que permite determinar la aceptacion de los
insumos para la fabricacion antes de rechazarse una formulacion compleja y cara. Las
bacterias presentes en el habitat 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 infeccion; en su lugar detecta las endotoxinas, produce proteinas coagulables
a través de una reaccion de coagulacion inmunolégica sofisticada e inactiva a los invasores
patégenos.

La hemolinfa azul del cangrejo de la herradura contiene hemocitos (amebocitos)
con un sistema de coagulacidon 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 inmovilizandolas, aislando la region infectada y fagocitando las

bacterias. (14) (15) (16)




Figura13. Foto del “ Cangrejo dela 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 cientifico del cangrejo de la heradura, amebocyte (amebocito) es la célula
sanguinea que contiene la sustancia que produce coagulacion y lysate (lisado) describe el
proceso de lisis al que es sometida dicha célula sanguinea para la obtencién del reactivo.

Para la elaboracion del reactivo LAL, los cangrejos son colectados del mar y
transportados al laboratorio donde son desangrados por puncién en el corazbn con una
aguja larga; la sangre o hemolinfa conteniendo los amebocitos se colecta por gravedad en
una botella de centrifuga.

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 apirdgena, no se debe agitar ni

permitir la formacién de espuma ya que el reactivo constituye una mezcla de proteinas que
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podrian desnaturalizarse por agitacion. El reactivo debe estar completamente disuelto antes

de afadirse a la muestra.

2.11.3 Bioquimica LAL- Endotoxina : Reaccion de Coagulacion

En presencia de endotoxinas, el reactivo LAL produce una cascada de reacciones
enzimaticas conocida como la Via del Factor C que se compone de tres zimbégenos serina
proteasas intracelulares : Factor C, Factor B y una enzima pro-coagulante que actian sobre
el coagulégeno (proteina coagulable de los invertebrados similar al fibrinégeno)

El factor C es un biosensor que detecta las endotoxinas iniciando la cascada de
reacciones con su activacidon autocataltica, 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 coagulacién inactiva), la cual en presencia de cationes divalentes (Ca ** / Mg
%) (19) se convierte en la enzima coagulante (enzima de coagulacion activada). La enzima
coagulante se une al sitio especifico del coagulégeno (sustrato) y produce un gel de
coagulina. Ver figuras 14 y 15.

La pared celular de hongos y levaduras contienen diversos polimeros que incluyen
celulosa, quitina, mananos y (1,3) beta glucanos. Se conoce que existe otra reaccion de
coagulacién conocida como la Via 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 actia sobre el coagulégeno produciendo coagulina. Ver Figura 16. (11)

(15) (17) (20) (21)(22)

Endotoxina

Enzima de /_\ Enzima de
Ca++

coagulacién inactiva R Y coagulacién activa

Sustrato P\ Proteina
coagulégeno coagulina
(gelificacion)
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Figura 14. Representacion dela cascada de reacciones que experimenta el reactivo LAL en
presencia de Endotoxinas— M odelo Lenin 1979. Tomadode” LAL Methodsand
applications” , Associates of Cape Cod Inc, 1999

Endotoxina

Factor C/_\
Factor C

inactivo
Activado

v

N

Factor Factor B
inactivo Activado
Ca++
Enzima de Enzima de
coagulacion coagulacion
inactiva activada

v

/_\ Proteina
Sustrato

coagulina
(gelificacion)

Figura 15. Representacion de la cascada de reacciones que experimenta el reactivo LAL en
presencia de Endotoxinas— M odelo Nakamura 1983 Tomado de" LAL Methodsand
applications’, Associates of Cape Cod I nc, 1999
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Figura 16. Esquema dela Reaccién Reactivo LAL — Endotoxina: Viasde Factor Cy Factor G — Tomado de la Revista Trendsin 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 concentracion de endotoxinas en formas
farmacéuticas, productos biolégicos, 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
isado de amebocitos del Limulus polyphemus de gelificar en presencia de los
lipopolisacaridos 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 reaccion de un sustrato endégeno.

Este método mide el incremento de la turbidez que precede la formacion del gel
de la prueba de Gel clot, se lleva a cabo afadiendo el reactivo LAL a la muestra
problema y al estandar; después de un periodo de incubacién se mide la turbidez de
cada mezcla de reaccidn en un espectrofotdmetro.

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

: Esta basado en la relacién cuantitativa entre la concentracion
de endotoxinas y la turbidez (absorbancia o transmitancia) de la mezcla de reaccién al
final de laincubacion.

Mide el tiempo que requiere la mezcla de reaccidn 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
reaccion de un complejo péptido-cromégeno. En este método la enzma de
coagulaciéon actiua sobre un sustrato incoloro y se une a un cromoéforo terminal  cuya

reaccion adopta coloracion amarila al separarse del resto de la molécula.
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Esta prueba mide el croméforo liberado a partr de un péptido cromogénico
como resultado de la reaccion de la endotoxina con el lisado : a concentraciones altas,
la enzima se activa mas rapidamente haciendo que Ila proporcion de unién al
cromoforo y desarrollo del color sea mayor. Hay dos tipos:

Punto final cromogénico : EstA basado en la relacibn cuantitatva entre la
concentracion de endotoxinas y la liberacion de croméforos al final de la incubacion.

Cinética cromogénica : Mide el tempo que requiere la mezcla de reaccion para
desarrollar un porcentaje de color (absorbancia) predeterminado. (4)(23)(24)

El método Gel Clot es el mas usado por ser el mas sencillo, cbmodo, no necesita
mayor instrumentacion y los resultados son faciles de leer.

Los métodos espectrofotométricos tienen mayor sensibiidad; los cromogénicos
tienen sensibiidad 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 nimero de dilucionesy superarias.

Los métodos fotométricos requieren instrumentacion y software para almacenar
los datos de lecturas en diferentes momentos predeterminados durante la reaccion,
ademas deben ser capaces de incubar mas de una mezcla de reacciébn en un mismo
tiempo.

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

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

La Clindamicina es un antibiético que pertenece al grupo de las lincosaminas,
es un derivado sintético de la lincomicina con mejor absorcién por via gastrointestinal y

espectro mas amplio. Actia inhibiendo la sintesis proteica bacteriana al unirse a la

subunidad 50S del ribosoma bacteriano, impidiendo la iniciacibn de Ila cadena

peptidica. (7)
Para la fabricacion del producto Clindamicina inyectable, se emplean las siguientes
materias primas:

- Clindamicina fosfato : Principio activo antibacteriano

- Alcohol bencilico : Preservante y antimicrobiano

- Hidréxido de Sodio : Agente alcalinizante

- EDTA sédico : Agente quelante

- Agua calidad inyectable : Vehiculo

FORMULA MASA
MATERIA PRIMA DENOMINACION QUIMICA FORMULA QUIMICA MOLECULAR MOLECULAR ESPECIFICACIONES
Metil 7-cloro-6,7,8-trideoxi-6-(1-metil- .
CLINDAMICINA rans -4-propil-L-2- CH, CiHuCINOsPS | 504,97 g/mol | SEGUN USP 27
pirrolidinocarboxamida) |
-1-tio-L- treo - a - D -galacto- HCCL
octopiranésido 2 (dihidrégeno fosfato). 'iAe
N <CONHCH
ﬁH H
prie™: Q
A OH
S Me
1
HO— |P|—OH
O
ALCOHOL Bencenometanol CiHsO 108,14g/mol |  SEGUN USP 27
BENCILICO
OH
HIDROXIDO DE Di6xido de sodio NaOH 40,00 g/mol | SEGUN USP 27
SODIO
EDETATO
DISODICO Etilendiamino tetraacético.
Glicina, N,N"-1,2-etanedielbis[N-
(carboximetil)-, sal disédica dihidrato. CioH1N2Na;0s.2H-0| 372,24 gimol SEGUN USP 27

Tabla 11. Componentes de la For mulacion de Clindamicina inyectable. Adaptado dela USP 27
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PARTE EXPERIMENTAL

3. MATERIALES Y METODOS:
Para la validacion de cualquier técnica analitica, todos los equipos deben estar
validados, calibrados o calificados segin sea el caso. Todo material de vidrio debe
ser previamente despirogenado por un proceso validado. Los materiales plasticos
deben comprarse apirégenos.
3.1 Equipos, materiales, reactivos y muestra

3.1.1 Equipos:

- Cabina de flujo laminar

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

Cumple especificaciones de ambiente Clase 100.

Calificada

Cumple las siguientes especificaciones:

- Conteo de particulas no viables
>0,5mMm/m3a <5,0mm/m3= 3500

- Conteo de particulas viables
<3ufc/ m3

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

- Integridad defiltro0-5mm >5mm




- Horno de Despirogenizacion
Marca : WTB Binder

Indicador de Temperatura : WTB Binder

Modelo : 990684

Validado con el registrador multicanal :
- Calificacion de instalacion
- Calificacion de operacion
- Distribucién de calor
Sin carga
Con carga Carga patrén
- Calificacion de desempefio
Desafio bioldgico : Endotoxinas

- Funcionamiento : 250° C x 1 hora

- Bafno maria

Marca : Memmert Modelo : W - 200

Serie : 770833

Calificada
Calificacion de termémetro

Distribucidon de calor con cargay sin carga

Temperaturade uso:37°C+ 1°C

|

- Termdémetro

Marca: Control Company Serie: 20279933

Calibrado
Calibracion realizada por terceros

garantizado por certificado. (INDECOPI)




- Cronbmetro

Marca : Control Company Serie : 99316474

Calibrado
Calibracion realizada por terceros

garantizado por certificado. (INDECOPI)

- Micropipeta de 100mL y 10mL.

Marca : Eppendorf NUmero : 35046

Calificada
Prueba de reproducibilidad de volumen

Conforme.

Certificado del proveedor

- Vortex, agitador de tubos

Marca : LABNET Modelo : VX- 100 Serie : 21119010

Calibrado
Verificacion de velocidades por empresa de

mantenimiento preventivo




3.1.2 Materiales :

- Tubos apiré6genos de 10 x 75 mm

Marca: Charles River Endosafe

Lote: 31701D

Marca: Brand

Lote: 218278

- Tiras indicadoras de pH

Marca: Merck

Lote: 80264695
Articulo: 1.09535.0001

- Gradillas plasticas
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3.1.3Reactivos :
- (1) Aguareactivo LAL Lote: 99732011 Expira : Abril 2006
- (2) Control Estandar 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.
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3.2 Metodologia 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 comodo cuyos resultados son faciles de leer ya que s6lo hay positivos o negativos. El
objetivo de este trabajo es determinar su aplicacion al producto en mencién
Clindamicina 600mg/4mL inyectable, para ello se debié seguir sus pasos que constan de
tres partes (4)(25)(26) :
- Confirmacioén de la Sensibilidad del Reactivo LAL
- Prueba Preliminar de Gel Clot : Cuantificacion
- Validacion: Inhibicion y Magnificacion.
También se llevé a cabo la prueba Gel Clot : Limit test, que no cuantifica las unidades de
endotoxinas presentes si no que evalla el producto en el Imite para aprobarlo o
rechazarlo.
3.2.1 Confirmacion de la Sensibilidad del Reactivo LAL
Consiste en verificar si el reactivo tiene la sensibiidad declarada
comparandolo con un estandar de endotoxinas certificado. Se define como
sensibiidad a la capacidad del reactivo para reaccionar con una concentracion
minima de endotoxinas necesaria para dar un resultado positivo bajo condiciones
estandar, se expresa con el simbolo | (Lambda). (25)
El rango aceptable para la sensibiidad es de 051 a 2 | (De 0,015 a 0,06
para un reactivo con sensibilidad declarada de 0,03UE/mL)
Para su confimacion, se enfrentd diferentes concentraciones de un Control
estandar de endotoxinas con el reactivo LAL. Se utilizé el mismo lote de reactivo LAL
y de estandar de endotoxinas declarados en el certificado.
Los pasos seguidos, se describen a continuacion.
3.2.1.1 Preparacion de las diluciones de endotoxina :
1) En una cabina de flujo laminar, se reconstituyd el vial de Control de endotoxinas con
5mL de agua apirébgena certificada, se homogenizé6 en un vortex intermitentemente

por 30 minutos.
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El vial tene 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 endotoxinade 2|, 1, 0,5, 0,25! .
2) Serealizaron las diluciones en agua reactivo LAL (A.R.L) de la siguiente forma :

100m. del CSE en 100nm. de AR.L. (primer tubo): concentracién = 500 UE/mL
100m. de 500 UE/mL en 900m. de A.R.L. concentracion = 50 UE/mL
30nt de 50 UE/mL en 2470nm. de AR.L. concentracion = 0,6 UE/mL
200m. de 0,6 UE/mL en 1800nt. de A.R.L. concentracion = 0,06 UE/mL
100nt. de 0,06 UE/mL en 100nt. de A.R.L. concentracion = 0,03 UE/mL
100nt de 0,03 UE/mL en 100n. de AR.L. concentracién = 0,015 UE/mL
100nt de 0,015 UE/mL en 100m. de A.R.L. concentracion = 0,0025 UE/mL
(Ver Figura 17)
Asi obtuvimos las diluciones de trabajo :

Spike : 0,6 UE/mL

2l : 0,06 UE/mL

I : 0,03 UE/mL

0,51 : 0,015 UE/mL
0,25l : 0,0075 UE/mL

Es importante contar con una concentracion de endotoxinas para llevar a cabo las
pruebas de inhibicibn y magnificacion que nos confime la sensibiidad de la prueba,
esta solucién se conoce como spike.

El spike es una solucibn de endotoxinas que tiene una concentracion tal que
cuando se agregue un volumen menor al 10% del volumen final de la muestra, esta
obtenga una concentracion final de 21 . (4)(25)(26)

3.2.1.2 Preparacion de la mezcla de reaccion (Endotoxina — LAL)
3) Serealiz6 esta prueba por cuadriplicado segun indica la USP 27.
4) Bajo cabina de flujo laminar, se colocaron en una gradila pequefia cuatro pirotubos

conteniendo 100nt de cada una de las diluciones 2!, |, 0,51, 0,25|.

- 49 -



5)

6)

7

8)

9)

Al momento de uso se reconstituyé el Reactivo LAL asépticamente con 5mL de agua
apirogena (ARL), con cuidado y sin agitar. Se dej6 reposar el vial hasta solucion
completa por 15 minutos aproximadamente.

Por duplicado, se prepard6 un blanco pipeteando 100nk. de agua apirébgena a sus
pirotubos.

Se adicion6é 100m. 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)

Se agitd la gradilla con los tubos por 20 a 30 segundos.

Cuidadosamente colocamos la gradila en un bafio maria regulado a 37° C + 1° C por

60 + 2 minutos controlados con un cronémetro. No se debe realizar ningun trabajo o
movimiento que pudiese afectar la formacion del gel, una vez que el coagulo se

rompe ya no volvera a formarse.

10) Pasado el tiempo indicado, se retir6 la gradila del bafio maria, lenta y

cuidadosamente y se procedid a realizar las lecturas. Para leer se debe coger cada
tubo e invertilo en un solo movimiento a 180° 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 inversion, el resultado es negativo. Basta

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

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

serie. Endpoint. es la concentracibn minima de endotoxinas de una serie de
concentraciones decrecientes que coagula. También se puede definr como la mayor
dilucién que da resultado positivo. Debe estar seguida por una dilucion que resulte

negativa.

12) Finalmente se determiné la sensibiidad del reactivo obteniendo primero la media

geomeétrica que es igual al promedio de los logaritmos de la dltima diluciéon positiva
(endpoint) de cada réplica y finalmente obteniendo el antilogaritmo de este valor.

El resultado obtenido se debe encontrar entre 2| y 0,51 . (4)(25)(26)
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Endotoxina 100nt CSE 100m. A 30m. B 200nm. C 100m. D 100m.E 100m. F

Agua 100m. 900m. 2470m 1800nt 100m. 100m. 100nt

SR e T e R T I

ﬂ%

ESTANDAR

EnDoTOXIN
it - 3 ) — — 3 3
<J - - )
1000UE/mL A B C D E F G
Conc. Final Spike 2l 1 051 0,251
UE/mL 500 50 0,6 0,06 0,03 0,015 0,0075

Figura 17. Esquema dela bateria de diluciones par a la Confirmacién dela Sensibilidad del Reactivo.
Disefiado por J. Solis 2003.

Adicién de 100ni. de
Reactivo lisado de

amebocitos
A/’\

LIMULUS
AMEBOCITE
LISATE (LAL)
100m de la - T o> B e -
dilucién EC-6-1
were @ W@ W
de
endotoxina

2l 0,51 0,25

Flgura 18. Esquemadela preparacion de la M ezcla de Reaccion Endotoxina — Reactivo LAL
Disefiado por J. Solis 2003.
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3.2.2 Prueba Gel Clot : Limit Test
Es una prueba de “Aprobacién o Rechazo”, que desafia al producto
directamente en el imite de aprobacién haciendo la dilucién que corresponde al

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

3.2.2.1Determinacion de la Maxima dilucién Valida (M.D.V) :
Muchos productos enmascaran la reacciéon LAL, por ello es necesario
hacer diluciones a fin de eliminar las interferencias. Existe un limite de dilucién

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

La Maxima dilucién véalida es como su nombre lo indica la maxima
dilucién permisible de un producto en el cual puede determinarse el limite de

endotoxinas. Se calcula segun la formula. :

M.D.V. = Limite de Endotoxinas x [Concentracién del producto]

Sensibilidad del reactivo LAL

Limite de endotoxinas segun USP.

Concentracion del producto seguin fabricante.

Sensibilidad del Reactivo segun certificado y confirmado. (4)(25)(26)
Se procedié como se indica:

1) Se determiné 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, sblo en
este rango se producird la coagulacion. Frecuentemente los productos
cumplen este rango después de de la diucidon, si no fuese asi se puede
emplear NaOH 6 HCI apirégenos diuyendo la muestra antes de ajustar el pH.
Se deben hacer pruebas iniciales para conocer la cantidad y concentracion
de acido o base a afadir. (4)(23)(25).

2) En una gradila, se prepard la diuciéon de la muestra en agua reactivo LAL en
el M.D.V. se verificé el pH de la mezcla : muestra diluida / LAL (1: 1)

3) Se colocaron 100nt. de la diucibn en el M.D.\N. en cuatro tubos

despirogenados. Se marcaron dos de los tubos y se afadié el spike que
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4)

5)
6)

7

8)

comsiste en 10uL de solucion de endotoxinas de 201 (0,6 UE/mL)
incorporados con ayuda de una micropipeta. Asi obtuvimos la muestra
normal y la muestra contaminada con una concentracionresultante de 2|

Se prepardé 2 tubos con agua reactivo LAL, como control negativo y otros 2
tubos con esta agua a la cual se le anadid el spike de igual manera
rotulandose a cual pertenecen. Ver Tabla 12

Se afadié 100m. de reactivo LAL a cada tubo. Ver Figura 19.

Se agit6 la gradilla con los tubos por 20 a 30 segundos para homogenizar.

Se coloco la gradila en un bafio maria regulado a 37 + 1° C por 60 + 2 minutos
controlados con un cronédmetro.

Finalzado el tiempo, se retirdé la gradila lentamente y con mucho cuidado, se

realiz6 las lecturas y se report6 como positivo o negativo, aprobado o

rechazado.
Solucién Concentracion de Solucidn a la cual se afiade | Numero de
endotoxinas endotoxinas réplicas
A Ninguna dilucion respectiva de muestra 2
B 2 dilucion respectiva de muestra 2
C 2l Agua reactivo LAL 2
D Ninguna Agua reactivo LAL 2

Tabla 12. Preparacion delas soluciones parala prueba Gel Clot Limit Test
* Preprarar la Solucién Ay el control positivo Solucién B utilizando una dilucion no mayor del M.V.D.
Los controles positivos B y C contiene el estandar de endotoxinas a una concentracion correspondiente a
2 veces la sensibilidad del reactivo LAL. El control negativo D, es el agua reactivo LAL: USP 27 Pagina 2171.
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100n.

LAL AMEBOCITE
LISATE (LAL)

100nt. de muestra Sens: 0,03

EC-6-1
en el MDV -
" o

CONTROL DEL PRODUCTO

LIMULUS

- - ‘g\
- Om Lot \

LIMULUS
AMEBOCITE
LISATE (LAL)
Sens: 0,03
i a a 3 = =

100nt. de muestra CSE 0,6 UE/mL Muestra con
en el MDV (201) endotoxinas (2] )

CONTROL POSITIVO DEL PRODUCTO

O - D D O
10uL 100nt
|::> LIMULUS
AMEBOCITE
LISATE (LAL)

Sens: 0,03

g @ © d @

100n. de Agua CSE 0,6 UE/mL Agua con
Reactivo LAL (201) endotoxinas (2| )

CONTROL POSITIVO DEL AGUA REACTIVO LAL

REACCION POSITIVA REACCION NEGATIVA

Figura 19. Esquemadela preparacion dela Mezcla de Reaccidn parala pruebaLimit Test, al final seaprecian untubo
con resultados positivo y otro con resultado negativo. Disefiado por J. Solis 2004.




3.2.3 Prueba Preliminar de Gel Clot

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

para ello se deben realzar 4 series de diluciones del producto hasta la maxima

dilucion valida, a dos de las cuales se les anadirda una cantidad conocida de

endotoxinas. La concentracion de endotoxinas permanecerd igual en todos los

tubos pero la concentracion del producto disminuira. Ver tabla 13. (4)(25)(26)

La prueba de cuantificacion de rutina para los productos terminados se

basara en los resultados obtenidos en la prueba de validacion. (26)

3.2.3.1Prueba de Gel Clot: Cuantificacion

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

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

se colect6 la muestra y se transfiid 5mL a un tubo apirégeno para ser usado como

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

figura 20)

1)

500nm. de muestra en 500nt. de A.R.L. (dilucidon 1: 2)

500m. de dilucién 1: 2 en 500nt. de A.R.L. (dilucién 1 : 4)

500m. de dilucién 1: 4 en 500m. de A.R.L. (dilucién 1 : 8)

500m. de dilucién 1: 8 en 500n. de A.R.L. (dilucién 1 : 16)
500nt. de dilucién 1: 16 en 500m. de A.R.L. (diluciéon 1 : 32)
500nt. de dilucién 1: 32 en 500m. de AR.L. (dilucién 1 : 64)
500nt. de dilucién 1: 64 en 500m. de A.R.L. (dilucién 1 : 128)
500n. de dilucién 1: 128 en 500nt. de AR.L. (dilucién 1 : 256)
500nt de dilucién 1: 256 en 500n. de A.R.L. (dilucion 1 : 512)
500nt de dilucién 1: 512 en 500n. de AR.L. (dilucién 1 : 1024)
500m. de dilucién 1: 1024 en 500n. de A.R.L. (dilucién 1 : 2048)
Se transfirid 100n. de cada dilucidbn a 4 series de pirotubos. ( 2 series como

control del productoy 2 series para afadir el spike - endotoxinas)
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2) Marcando las dos primeras series, se afiadi6 a cada tubo 10nm. de spike

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

como simples sin adiciéon de endotoxinas. Ver Tabla 13.

3) A cadatubo de las cuatro baterias se afiadid 100m. de reactivo LAL.

4) Se agit6 la gradila con los tubos por 20 a 30 segundos.

5) Se colocé la gradila en un bafio maria regulado a 37° C + 1° C por 60 + 2

minutos controlados con un cronémetro.

6) Pasado el tiempo indicado, se retird

procedié a realizar las lecturas. (Ver Figura 19)

la gradila cuidadosamente y se

La serie de diuciones con estdndar de endotoxinas debe coagular, si esto no

ocurre la muestra estaria inhibiendo la reaccion de gelificacion. En esta etapa se

encontrara la diluciéon en la cual se llevara a cabo la prueba de validacion del

método, si el producto presenta inhibicion, la diucidén seleccionada para validar

debe ser por lo menos 2 veces la primera diucidbn en la que hubo reaccion

positiva evidente o multiplicar por cuatro la dltima dilucién negativa. (11)(25)

Concentraciéon

Cocentracion

Solucion de Scllucic')n ala cu_al se Diluyente Fa_tcto_r'de inicial de Nt]lme_ro de
endotoxinas afiade endotoxinas dilucion endotoxinas réplicas
A Ninguna solucién de muestra Agua Reactivo LAL 1 2
2 2
4 2
8 2
B 2l solucién de muestra 1 2l 2
Cc 2l Agua reactivo LAL Agua reactivo LAL 1 2l 2
2 I 2
4 0,5l 2
8 0,25l 2
D Ninguna Agua reactivo LAL 2

Tabla 13. Cuadroindicativo dela Preparacion delas soluciones parala prueba Gel Clot

* Solucién A: solucion de muestra en analisis a una dilucion 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, 1/4y 1/8.
* Solucion B : Corresponde a la solucién A a la cual se le ha afiadido el estandar de endotoxinas hasta concentracion de 2|

(control positivo del producto)

* Soluciéon C : dos series de 4 tubos de Agua Reactivo LAL conteniendo el estandar de endotoxinas a concentraciones de
2l ,1,0,5l ,0,25 respectivamente.
* Solucién D : Corresponde AL Agua Reactivo LAL (control negativo)
USP 27 Pagina 2172
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100 100nL 100 100nL 100 100nL 100 100nL 100 100N 100
Muestra 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024
Agua 100m. 100nL 100m. 100nL 100m. 100nL 100nm. 100m 100 100 100m
ﬂ C ) C C ) D C C ) C
<
- © N © N N < » N ] N N N ]
~— ~— ~— ~— ~~— ~—_~ ~— ~— ~~— ~—
Conc. Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucion Dilucién Dilucién Dilucion  Dilucién  Dilucién  Dilucion
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 detrabajo que muestralasdilucionesarealizar parala Prueba de Gel Clot en Clindamicina inyectable
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3.2.4 Prueba de Validacion (inhibiciéon y Magnificacion) :

La cascada de reacciones de la prueba LAL depende de la actividad de las
enzimas, los productos que afecten dicha actividad afectaran la sensibiidad del
ensayo; las reacciones enzimaticas requieren un pH optimo, temperatura,
condiciones i6nicas, etc. Ademas todas las sustancias que afecten la estructura de la

endotoxina también afectaran las enzimas de la reaccion. (11)

Esta prueba determina que la prueba LAL-Gel Clot es glicable, su principio es
confirmar la sensibiidad del reactivo en el producto y en agua para comparar y

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

La magnificaciéon que es el incremento de la sensibiidad del ensayo que
conduce a sobrevaluar la cantidad de endotoxinas presente; inhibicibn que es la
reduccion de la sensibiidad de la prueba causada por algun inhibidor o la muestra

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

Para la prueba de validacion se debe trabajar con una dilucibn negativa que
corresponda a la multiplicacidon por cuatro a la inversa de & Ultima dilucién donde se
obtuvo positividad en la prueba de cuantficacion. La validaciéon debe llevarse a
cabo en esta dilucibn o en una diucibn mayor pero sin sobrepasar el M.D.V. y en tres
lotes segun indica la USP27 (tabla 14). En una validacion conforme, todos los controles
positivos deben dar resultado positivo en la dilucidn escogida, el agua siempre debe
dar reaccion 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 inhibicibn o magnificacion en el M.D.V. y es factible
realzar la prueba de pirdgenos en conejos, entonces debe aplicarse dicha prueba.
(26) La validacion debe repetirse si se cambia el fabricante de reactivo, el proceso de
manufactura o la formulacibn del producto. En la prueba de validacién se
compararon los resultados de una mezcla de la diucibn negativa de muestra

escogida + endotoxinas contra agua apirégena + endotoxinas (Ver figura 21).
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Para la preparacion de las diluciones 2!, I, 05, 0,25

en el producto se

colocaron 4 pirotubos en una gradilla, al primero se le afadié 200n. de la muestra a la

dilucion elegida y al resto 100mL. Al primer tubo se le adicioné 20nL del spike; luego se

transfirid 100 al segundo tubo y asi sucesivamente hasta el ultimo tubo y se procedio

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

inhibe ni magnifica en la diucién escogida dard los mismos resultados que con el

agua. Esta prueba se realiz6 por cuadruplicado y en tres lotes segun las indicaciones

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

seguir para la validacion LAL.

Solucién Concentragién Solust:éogﬁildaecual Diluyente Fa.lcto.r’de C?ﬁﬁ:?;rla;éon Nﬂfngro de
de endotoxinas endotoxinas dilucion endotoxinas réplicas
A Ninguna solucién de muestra 4
B 2l solucién de muestra | solucién de muestra 1 2l 4
2 | 4
4 0,5 4
8 0,25 4
C 2l Agua reactivo LAL | Agua reactivo LAL 1 2l 2
2 | 2
4 0,5 2
8 0,25 2
D Ninguna Agua reactivo LAL 2

Figura 21. Esquemadela preparacion dela Mezcla de reaccién parala Prueba de I nhibicion

Tabla 14. Preparacion delas soluciones parala Prueba de Inhibicién / Magnificacion

paralaPruebadeGd Clot. USP 27 Pagina2171
* Solucién A : solucion de muestra libre de endotoxinas detectables * Solucién B : Prueba para la Inteferencia
* Solucién C : Control para la sensibilidad del reactivo LAL. * Solucién D : control negativo del Agua Reactivo LAL
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Figura 22. Flujograma de las etapas de la Prueba de Validaciéon LAL Tomado dd Curso tedrico
Practico : Validacion Prueba de Endotoxinas bacterianas por la técnica de Limulus amebocyte lysate

LAL Méododegel Clot. HYPATIA SA. Octubre 2001
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4. RESULTADOS:

4.1 Confirmacioén de la Sensibilidad del Reactivo LAL :

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

Control Estdndar de Endotoxinas lote : # 93

Agua apirégena : lote # 99732011

Tubos Concentracion del CSE (UE/mL) Control ()
2l | 0,51 0,25 |

1° (+) (+) (-) () ()

20 (+) (+) () () ()

3° (+) (+) (-) () ()

40 (+) (+) (-) (-) (-)

Tubo Endpoint Logaritmo Promedio Antilogaritmo
# UE/mL Endpoint
1 0.03 -1.5228787 C =.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
4 =-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 )

GM = antilog (-6.091515 / 4)

CONCLUSION :

4

GM = antilog (-1.5228787) GM= 0.03EU/mL

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

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

en la siguiente pagina.
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4.2 Determinacioén de la Maxima dilucion valida (M.D.V.) :

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

Lambda

*  Limite de endotoxinas para la Clindamicina :
0,58 UE/mg (USP 27 Pagina 472)
* [ Muestra ] = Concentracion de la muestra 600mg/4mL

600mg ——  4mL

c _ 1ImL

¢ =150mg/mL

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

M.D.V. = 058 UE/mg x 150mg/mL
0,03UE/mL

M.D.V.= 2900
4.2.1 Calculos para la verificacion del limite de Endotoxinas.
*  La USPindica como limite de endotoxinas para la Clindamicina = 0,58 UE/mg (4)
*  Ladosis maxima para este producto es 8,60mg/kg (26)
*  Dosis de producto 600mg/4mL

[ 600 mg = 8,57mg/kg ~ 8,60mg/kg

70 Kg (peso tedrico)

Il : Paradeterminar las UE/mg de muestra

5UE/kg =
0,58 UE/mg

8,60 mg/Kg

Donde 5 UE/kg = limite maximo permisible para humanos.

Se trabaj6 la prueba del Limit test y de cuantificacion en los lotes:

002103, 005023y 007043.
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4.3 Prueba Gel Clot : Limit Test

a. Sensibilidad del Reactivo:

a. Estandar :
Serie N° 2 | I 0,51 0,251 Control ( -)
1 ( + (+) (-) (-) (-)
2 (+ (+) () () (- )

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

estandar de endotoxinas (2 1):

b. Muestra diluida en el MDV y Agua sin adicién de endotoxinas :

Dilucién 1 : 2900
Serie N° Lote 002103 Lote 005023 Lote 007043
1 (-) (-) (-)
2 (-) (-) (-)
Agua LAL (-) (-) (-)
Agua LAL (-) (-) (-)

c. Resultados de la muestra diluida en el MDV (1 : 2900) con adicion del

estandar de endotoxinas (2 1):

c. Muestra diluida en el MDV con adicién de endotoxinas (10 de spike) :

Dilucién 1 : 2900

Serie N° Lote 002103 Lote 005023 Lote 007043
1 (+) (+) (+)
2 (+) (+) (+)
Control positivo (+) (+) (+)
Control positivo (+) (+) (+)

Los resultados fueron conformes:

controles negativos no.
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4.4 Prueba Preliminar de Gel Clot (Cuantificacion) ler lote

PRODUCTO : CLINDAMICINA 600 mg INYECTABLE

ESPECIFICACION : Maximo 87,0 UE/ mL

LOTE: 002103 SENSIBILIDAD REACTIVO LAL: 0,03 UE/mL  VALOR M.V.D. : Dilucién 1: 2900
a. Estandar :
Serie N° 21 I 0,51 0,251 Control (-)
1 ( +) (+) ( - ( -) ( -)
2 ( *+) (+) ( - ( -) ( -)
b. Muestra sin adicion de endotoxina:
Diluciones de la muestra
Serie N° 1 1:2 1: 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 | 1:2048 | 1:4096
1 (-)y | C-) | C- (-) (-) (-) [ C-) ] C-) ) | - 1 C-) 1 C-) [ C-)
2 (-) | C-) (- (-) ( -) (-) | C-) | C-) ) | C-)y | C-)y | C-) | C-)
c. Muestra con adicion de endotoxina (101L del spike):
Diluciones de la muestra
Serie N° 1:1 1:2 1:4 8 116 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096
1 (-)] C- (-) ) -) | C-)|C-)y| )y C+H ) | (C+) ( +) ( +) ( +)
2 (-) ] C- (-) ) )| C-) ] C-) )Y ) (+) (+) (+)
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 dilucién 1 : 256.
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4.5 Prueba Preliminar de Gel Clot (Cuantificaciéon) 2do lote

PRODUCTO : CLINDAMICINA 600 mg INYECTABLE

ESPECIFICACION : Maximo 87,0 UE/ mL

LOTE: 005023 SENSIBILIDAD REACTIVO LAL : 0,03 UE/ mL VALOR M.V.D. : Dilucion 1: 2 900
a. Estandar :
Serie N° 21 I 0,51 0,251 Control (-)
1 ( ) | € +) ( -) (-) (-)
2 ( ) | C ) ( -) (- (-)
b. Muestra sin adiciéon 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 adicion de endotoxina (101L 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 (-)( -y c-)yjc-)yjc-H)jc-H)y{c-)ypc+)yyjpc+)y|c+) ( +) ( +) ( +)
2 (-) (-1 c-)yrc-H)yye-H)jc-H)(cec-Hrprc+)yjpc+)y|oc+) ( ) ( ) ( )
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 dilucion 1 : 256.
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4.6 Prueba Preliminar de Gel Clot (Cuantificacién) 3er lote

PRODUCTO : CLINDAMICINA 600 mg INYECTABLE

ESPECIFICACION : Maximo 87,0 UE/ mL

LOTE: 007043 SENSIBILIDAD REACTIVO LAL : 0,03 UE/ mL VALOR M.V.D. : Dilucion 1: 2 900
a. Estandar :
Serie N° 21 I 0,51 0,251 Control (-)
1 ( ) | C +) (- (- (-)
2 ( ) | C +) (- (- (-)
b. Muestra sin adiciéon 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 (- (- (- (-) (- ( -) (C -) ( -) (- ( -) (- ( -) ( -)
2 (- (- ( -) (- (- (- (- ( - (- ( -) ( -) ( -) ( -)
c. Muestra con adicidon de endotoxina 10iL 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 (=)l -yl -y =) -y - |-yl C-) ( +) ( +) ( +) ( +) ( +)
2 (=) C=-)y|1c-H){c-)ypc-H)ypc->)ypc-=-)yy|p - ( +) ( +) ( +) ( +) ( +)
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 dilucién 1 : 512.
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PRODUCTO : CLINDAMICINA 600 mg INYECTABLE

LOTE : 002103

DILUCION A VALIDAR : Dilucién 1 : 256
ESPECIFICACION : Maximo 87,0 UE/mL

SENSIBILIDAD REACTIVO LAL: 0,03 UE/mL (1)

a. Estandares en agua (UE/mL)

4.7 Validacion : Inhibicion o Magnificacion ler lote

Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 | Control (-)
1 (+) (+) (-) (-) (-)
2 (+) (+) (-) (-) (-)

b. Estandares 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

aladilucion 1: 256 .
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4.8 Validacion : Inhibiciéon o Magnificaciéon 2do lote

PRODUCTO : CLINDAMICINA 600 mg INYECTABLE
LOTE: 005023

DILUCION A VALIDAR : Dilucién 1: 256
ESPECIFICACION : Maximo 87,0 UE/mL
SENSIBILIDAD REACTIVO LAL: 0,03 UE/mL (1)

a. Estandares en agua (UE/mL)

Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 | Control (-)
1 (+) (+) (-) (-) (-)
2 (+) (+) (-) (-) (-)

b. Estandares en la muestra (UE/mL)

Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 ([Control (-)
1 (+) (+) (-) (-) (-)
2 (+) (+) (-) (-) (-)
3 (+) (+) (-) (-) (-)
4 (+) (+) (-) (-) (-)

CONCLUSION : Se confirma la sensibiidad del reactivo LAL en agua y en el producto

aladilucion 1: 256.
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PRODUCTO : CLINDAMICINA 600 mg INYECTABLE

LOTE: 007043

DILUCION A VALIDAR : Dilucién 1:512
ESPECIFICACION : Maximo 87,0 UE/mL

SENSIBILIDAD REACTIVO LAL : 0,03 UE/mL

a. Estandares en agua (UE/mL)

4.9 Validacion : Inhibicién o Magnificacién 3er lote

Serie N° 0,06 0,03 0,015 0,0075 Control (-)
1 (+) (+) (-) (-) (-)
2 (+) (+) (-) (-) (-)

b. Estandares 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

aladilucion 1:512.
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5 DISCUSION :
Para llevar a cabo la prueba de Interferencias (Magnificacion e Inhibicion) la
USP indica utiizar una dilucién que hubiere dado reaccién negativa en la Prueba
Preliminar de Cuantificacion y que no exceda el M.V.D. no indica exactamente
con cual dilucién de todas las negativas se trabajara.
Las casas fabricantes del reactivo LAL, indican que la validacion debe llevarse a
cabo multiplicando por 4 la dltima diucidon negativa o el doble de la dlitima
dilucion positiva. Para fines del trabajo se empled este Udltimo criterio que
ademas 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 andlisis segun mi criterio deberian
expresarse Como un rango, pero esta establecido que se exprese como un solo
valor.
La USP indica que para la adicion del spike se debe emplear un volumen de
concentracion conocida del estandar de endotoxinas tal que no diuya
significativamente la muestra, en este caso se procedié con un volumen que sea
menor del 10% del volumen de la solucién final (10 del spike)

En el trabajo de tesis Disefio de Validacidon del ensayo del lisado de
amebocitos de Limulus (LAL) como ensayo de endotoxina bacteriana en el
producto final de la solucion inyectable Metamizol sédico” de los bachileres
Balbin D y Zegarra G. 1999, también se siguieron los lineamientos de la USP, FDA y
la guia de los fabricantes.

Se observa que se trabajé con un reactivo de menor sensibilidad (0,25 UE/mL) lo
que condujo a un MDV de 140; si se hubiere empleado la sensibiidad 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 adicion del spike a los controles positivos del
producto en la prueba de cuantificaciéon, emplearon dos soluciones de 20 y 2!,
necesitandose hacer una serie de diluciones que empleen estos estandares.

En nuestro caso se trabajé con un spike de 0,6UE/mL afadiéndose directamente
sobre los tubos de reaccidn; en ambos casos se obtuvieron las concentraciones

deseadas siendo validos.
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6 CONCLUSIONES :

En el trabajo, se confirmd la sensibilidad del reactivo tanto en el producto como
en agua, la idoneidad de los controles negativos y se recuperd el 100% del spike
evidenciandose la gelificacion; con esto se demostr6 que es aplicable el
método LAL - Gel Clot al producto Clindamicina 600mg / 4mL inyectable
porque no se evidencia inhibicibn ni magnificacion. 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 contenia endotoxinas en menor cantidad que
el limite. Al concluir la validacion se tiene la certeza de que se cumple con un
titulo menor de 0,58 UE/mg establecido en la USP 27.

El pH de la mezcla Clindamicina - LAL se mantiene dentro de parametros (se
midié con potencidmetro dando de 6,44 a 6,51) lo que tomara en cuenta para
futuros ensayos. Por otro lado, seguin los resultados obtenidos en la validacion, se
establece que la cuantificacion de endotoxinas en este producto se trabajara

desde la dilucion 1 : 256 hasta 1 : 2048 prosiguiendo como indica el siguiente

cuadro:
Solucién Dilucién CSE # Réplicas Resultado
1 [Muestra 1:512 | -——-- 2 Cuantificacion
1:1024 | - 2
1:2046 | 2
1:2900 | --—-—-- 2 Limit Test (1 : 2900)
2 Muestraenla | 1: 2900 2e 2 Control Positivo
MDV
3 Agua || - 28 2
ReactivoLAL || -----—-- é 2 Confirmacion dela
------- 0,5é 2 Sensibilidad
------- 0,25é 2
4 Agua || - | - 2 Control Negativo
Reactivo LAL

Se documentaron los resultados de la validacidn en los respectivos protocolos,

estableciéndose la aplicabilidad calificandose como valido en el laboratorio.
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7 RECOMENDACIONES:
Tratar en lo posible de hacer la validacibn con un reactivo con sensibiidad
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 bateria de diuciones para la Confimacion de la sensibiidad del
reactivo, agitar en vortex por lo menos 1 minuto entre dilucién y dilucién. Usar de
preferencia un cronémetro.
Realizar todas las diuciones y al final trabajar con el estandar de endotoxinas
para minimizar el riesgo de contaminacion de la muestra.
Encender el bafio maria 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 concentracidn para asegurar un
correcto volumen.
Verificar el pH de la mezcla: muestra / LAL desde la muestra concentrada. Se
recomienda emplear un potencidbmetro y no escatimar el gasto del reactivo ya
qgue es importante para asegurar que se desarrolle & cascada de reacciones de
coagulacion.
Durante la adicibn de las soluciones a los pirotubos introducir la punta de la
micropipeta hasta aprox. 2cm para evitar que la solucibn quede en las paredes

de los tubos.
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