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CAPITULO I

INTRODUCCION

-

Hoy como todos los dfas de este siglo, se esta trabajando
en las diferentes &reas cientificas para descubrir
recursos y mejorar y optimizar las t&cnicas en uso.

trol de calidad farmac&utico no es una excepcibn y

nuevos
El con
los ha-
llazgos respecto a la aglutinaci®&n de amebocitos de Limulus
lisados (c&lulas sanguineas de este g&nero de cangrejo), ba

jo la presencia de endotoxinas bacterianas, gue constituyen

la principal causa de pirdgenos, plantea una alternativa a
la t&cnica de determinacidédn de pirSgenos en conejos.

Este trabajo tiene el propbSsito de dar a conocer a los es-
tudiantes y profesionistas de la Quimica Farmacé&utica 1o
gue es LAL (Limulus Amebocyte Lysate), en la Industria Qui-
mico Farmacé&utica de nuestros dias, sus ventajas y desventa
jas al ser comparado contra la determinacidn de pirdgenos
en conejos, y finalmente dejar en la memoria del lector la
existencia y posibilidades de uso de esta técnica gue consi
dero un verdadero avance tecnolbgico.



CAPITULO II

INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA: ANTECEDENTES

I. Generalidades

La palabra pirdgeno proviene de las palabras griegas
PYROS, Qque significa fuego y GENE gue significa producir,
engendrar; por lo gque el sentido literal es

"productor
de fuego".

Este nombre se ha otorgado principalmente a
un grupc de sustancias gue son producidas por microorga-
nismos y dque provocan una alza en la temperatura corpd-
rea del organismo infectado o huésped. o

Las endotoxinas bacterianas en niveles superiores a los

100 pg presentes en soluciones parenterales, dan como re

sultado fiebre en pacientes a gquienes se les administran.
Es obligacidn de la industria farmacé&utica que

produce
(ya sea fabricacidén o maguila), el

asegurarse gue los
productos parenterales no sean pirogé&nicos y que los mé&-

todos de laboratorio para detectarlos sean eficaces. Por

mads de 30 afios se ha usado la prueba oficial (USP; FNEUM)
de deteccidn de pirdgenos en conejos,

siendo é&sta, labo-
riosa,

costosa y sujeta a la variabilidad caracteristica

de todos los sistemas bioldgicos complejos. La prueba

estda basada en la consideracién de gue la dosis umbral

de endotoxinas pirogé&nicas, para el hombre y el conejo

son equivalentes; Grisman y Hormick (1969)(1) informaron

de la similitud de la respuesta a la dosis umbral de en-—

dotoxinas, pero tambi&n sefialaron gue con niveles més al
tos de endotoxina la relacidn dosis—respuesta era consi-
derablemente mayor en el hombre(l).



La prueba LAL (Lisado de Amebocitos de Limulus), esti des-—

crita en la literatura como el m&todo mis sensible para de

tectar endotoxinas bacterianas. El origen de la prueba es

la coagulacidén sanguinea sufrida por el Limulus polyphemus

(cangrejo herradura), cuando

E€ste estd sujeto a invasidn
bacteriana.

NOTA: La prueba consiste en la combinacidn de la muestra problema
con el Lisado de Amebocitos, incubando a 37°C y verificando la
evidencia de un codgulo. Weary y Baker (1977)(24), demostra-

ron que la dosis minima pirogénica en conejo era 10 ml/kg de
peso de endotoxina estidndar.-de E.c.

ginal de la oreja del conejo con: una concentracion de
(100 pg/ml). : :

bre LAL ‘fue el Dr.‘frédé

células sanguineas del'éa ufrian coagulacidn al ser
lanegatlvas (BGN) , obser-—
vando gue la muerte erxa produc1da por tal coagulac1on,
gque por una infeccidn 51stém1ca.

inyectado &ste con bacter"'

mas
Debido a la observacidn

separando las cé&lulas
sanguineas del plasma y mezclindolas con BGN, observando

gue solamente las células sanguineas (amebocitos) eran los
responsables de la formacidn de agregados.(z)

de este fendmeno, efectud estudlos

II.Estudios realizados sobre el lisado y forma de preparacidn
actual ’ :

E]l Lisado de Amebocitos de Limulus es un :extracto acuoso

de cé&lulas sanguineas del cangrejo Limulus polyphemus (Le-
vin y Bang (1968)(3).

En 1973 Solum(3) tuvo &xito en 1la
purificacidn del coaguldgeno del lisado de Limulus, el
cual reportd tenia un peso molecular de 23,100 + 900 umas.

llmente descubrlo que “las’

suministrada en la“ vena mar,f
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Esta proteina se sabe gue participa en la formacibn del gel

inducido por BGN{(4) . Tambi&n se ha reportado gue una pro-—

teina llamada coagulégeno(4), fue altamente purificada del

lisado de amebocitos del cangrejo japoné&s

(Tachypleus trif
dentatus)

en 1976(3), por un mé&todo similar al usado para
el lisado de Limulus Polyphemus; este material fue aislado
de una banda finica por electroforesis en gel analitico a

PH 3.2 con SDS (dodecil-sulfato de sodio),

tanto en ausen-
cia y presencia de 2-mercaptoetanol.

El 90% fue de protei-
na coagulable,

obtenié&ndose cexrca de 40 mg de é&sta,

a par-
tir de 10 ml del lisado de amebocitos.

El coeficiente de
sedimentacidn del coaguldgeno purificado fue de 2.6 S y el

peso molecular estimado fue de 15,300 umas y de 19,500 umas
por andlisis electroforético en gel de acrilamida con SDS.
Esta discrepancia aparentemente se debe a la movilidad dada
por la naturaleza b&sica de la proteina en eléctroforesis.
El punto isogiéctrico de la proteina se presentd a un pH de

ﬂELZCoagulégeno consta de un total de. 215 amino
&cidos y’cdhﬁieﬁefaltos'niveles de amino&cidos b&asicos, los
cuales constituyen un poco mis del 16%.

La extraccidn de 1la sangre del cangrejo se efectlia con una
aguja de 13 x 18 mm, de la cavidad

cardiaca, en la unidn
del dorso con el cefalotorax(s).

La forma de preparar las
células puede ser por diferentes métodos:

- Método de Reinhold y Fine (1971)(5). La sangre del can-

grejo es recolectada en tubos conteniendo. solucidn acuosa

del NaCl al 3% con N-etilmaleimida al 0.125%, se centrifu

ga en recipientes de plastico siliconizado durante 20 mi-

nutos a 800 rpm, el paquete celular se lava con la misma

solucidn y el tercer lavado se hace con solucidn

acuosa
de NaCl al 3% sin NEM.

El paguete celular se resuspende

en agua destilada en una proporcidn equivalente a cinco
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veces el volumen del mismo, dej&ndolo reposar toda la no-
che a 5°C.

- Mé&todo modificado de Reinhold y Fine por Peter A. Wead y
Jeffrey H. Hill (1972)(5T' Es igual al anterior hasta
donde el paguete celular se resuspende en agua destilada
en una proporcibfn egquivalente a cinco veces el volumen
del mismo, pero tomando inmediatamente alicuotas de 150
ml de la suspensidén de amebocitos y someti&ndola poste-
riormente a ruptura de las c&lulas en un homogenizador
adecuado y una velocidad de 40,000 rpm durante cinco minu
tos; se repite el procedimiento una vez més. Durante 1la
homogenizacién el envase se sumerge continuamente en agua
fria. Este procedimiento termina con la ruptura de todas
las cé&lulas a juzgar por el microscopio, el homogenizado
se centrifuga a 1,500 rpm por diez minutos. Las cé&lulas
pueden congelarse en alicuotas de 10 mlfcada una a -70°C.

- Mé&todo de Jorgensen y Smith (1973)‘4). La sangre se recoe
lecta en tubos de centrifuga siliconizados conteniendo
100 ml de solucidn de N-etilmaleimida al 0.125% y NaCl al
3%, se centrifuga, el sobrenadante se descarta y las cé&lu
las se resuspenden en agua destilada libre de pirdgenos y
se mantienen a 5°C con agitacidn. Por dGltimo, se centri-
fuga y el reactivo asi preparado se puede almacenar por
algunas semanas a 5°C o también se puede liofilizar y con
gelar.

- Método a partir de Tachypleus tridentatus(36)_ La sangre

se recolecta y se deposita en recipientes de vidrio sili-
conizado conteniendo solucidn acuosa NaCl al 3% a tempera
tura ambiente, las c&lulas se resuspenden en solucidn '
acuosa amortiguadora de Tris—HC1l 0.05 M en CaCl, 0.002 M

y NaCcl 0.154 M a pH 7.2, la solucidén se congela y descon-—
gela y se centrifuga a 2,500 rpm por 30 minutos.
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Se ha demostrado experimentalmente que los preparados de
amebocitos varian en su sensibilidad, dependiendo de las
diferentes estaciones del ano en que son recolectados los
cangrejos, asi como las diferentes regiones e inclusive
de un afio a otro.

Woods Hole(4)- En el verano de 1972, demostrS6 que el pre
parado de LAL gelificaba con 1 ng/ml de endotoxina y el

preparado idé&nticamente en el verano siguiente no produjo
gel ni con 5 ng/ml de la misma endotoxina.

Sulllvan y Watson (1974)(4)

xtraido con .cloroformo, eter etlllCO,

le: carbono,'tolueno ¥ hexano siendo el: més efect1
' ; Por otra parte, se 1ncrementa la sen51
vtratado con cationes dlvalentes ‘como -
{Mg++ v Mn*t* en una concentracidn: ‘0. 05

M en ad1c10n de NaCl O 1 M gue elimina la turbldez.

El BOB (Bureau of Biologics) en 1977 (30) Introdujo un
lisado como est&@ndar de referencia estableciendo la sensi
bilidad de cada lote de lisado comercial. Tambi&n deta-
llaron los lineamientos de procedimiento de laboratorio
para comparar cada lote de lisado. La sensibilidad de ca
da lote de lisado, debe ser establecida usando el método
descrito en la publicacidn del FR de 1973(29), asi como
tambi&n en la publicacidn del citado documento en 1978 (31)

Endotoxinas

Las endotoxinas son compuestos de alto peso molecular aso-
ciados con la parte externa de la membrana de bacterias

Gram negativas (BGN) y son los pirSgenos de mas importancia
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en la industria farmacé&utica. Est8n iIintimamente asociadas

con la membrana de la cé&lula bacteriana y
mGnmente en el medio ambiente,
sufren

se encuentran co-
ya gque cuando las bacterias
autolisis las endotoxinas son liberadas.
toxinas sin purificar contienen protefinas,
hidratos, y las

(LPS) . Las

Las endo-
l1fpidos y carbo-
lipopolisac&ridos
endotoxinas son compuestos estables al calor,
que resisten a ciclos de esterilizacidn con vapor.

endotoxinas puras son

Las endo
toxinas son inactivadas por exposicidn al calor seco,

condi
ciones &Acidas y condiciones alcalinas(BG).
L.a endotoxina aislada de la membrana

de las BGN contiene
tres regiones guimicas;

la 1nterna esté compuesta de‘lipldok

A,
do (36) |, gque a su vez,se,encuent
cifica. ‘

donde:

Man = Manosa
Rha
Gal

I

Rhamnosa

Galactosa .

Estructura de 1a Cadena O—especiflca
ton (33) |




Recientes investigaciones han demostrado gue toda la activi
dad biolSBgica de la endotoxina reside en la porcibn lipida
de la misma. Esta porcibén lipfidica (lipido A) de la endotoxi
na es la responsable de la toxicidad (39) ge 1las BGN, por
otra parte, la cadena O especifica es la responsable de los
miles de serotipos existentes, mientras gque el corazdn o
porcidn polisac8rida es marcadamente uniforme en la mayoria
de los diversos grupos de BGN.

El lipido A estd asociado con disac8@ridos de' glucosamina,
los cuales son f&cilmente sustituidos con enlaces amida y
&steres de Acidos grasos. El &cido graso, mas comunmente
enlazado, es el &cido 3-hidroximiristico (14 C) y se encuen
tra unido al 1lipido en cuestidn mediante un enlace amido.
El enlace éster de &dcidos grasos tiende a ser mé@s variable,
incluyendo a &cidos como caprdico, lalrico, miristico, pal-
mitico y este8rico, siendo estos acidos grasos saturados de
cadena lineal. La remocidn del enlace éster y de residuos
de &cidos grasos, puede llevarse a cabo por tratamiento con
una base diluida, lo cual disminuye la actividad bioldgica
del l1lipido A; inclusive un tratamiento con NaOH 0.25 N por
30 minutos a 56°C puede ser una forma de despirogenizar al-
gunos materiales y equipos. En el lipido A hay enlaces glu
cosidicos 1,6 gue van del Carbono 1 (C;) de una unidad al
Carbono 6 (Cg) de la unidad adyacente, tambi&n tiene disaca
ridos unidos por enlaces fosfodiéster 1,4 entre el C,; de

una molé&cula y el C, de la mol&cula adyacente.

Preparaciones de lipido A han inducido pirogenicidad, acti-
vacidén de complemento efecto adyuvante y B-linfocito mitoge
nicidad entre otros fendmenos (33), '




— &

C?——OF————_J
HC —~NH~— HM 10.
\
FAO—CH .
CH— OFA o) FS6rmula general de Lipido A
b1
¢
| ("' donde:
CHZ o CEIENH—HM M = &cido miristico
) ) FA = &cido graso

. pecifico puede contener didesoxiaziicares,

(KDO) 30— EH

OP = enlace de fosfat.o,
H—OP——-—-‘r—l g

KDO cetodesoxioc!

y 39)
HC- :

)
cuz—- OFA C,

ca, hacié&ndola hidrosoluble. Los oligosacéridd
tuidos con antigenos O—especificos sométicos;‘ioc
mina la especificidad del LPS; comGnmente el 'an

&cido urdnico y o-metil derivados de aziica
xosas Y aminohexosas), estos aminoazﬁcare§
ciacidn de los LPS. Esta secuencia ﬁniéa
ble de la diversificacidn seroldgica unlve
en BGN, definida por Kauffman-White. Esta
permite la identificacidn de alrededor. de

das como est&ndares y provienen de' Shlgella disenterlae,
Escherichia coli 0113; H10: KO, Escherlchlagcoll 055:B5
vy Salmonella equi. IR R

Shigella disenteriae: D. Al pavis{(26)en e1 Departamento de
Investigacidn Microbioldgica de Boston, Inglaterra, en 1956,

prepard una solucidn con alta potencia pirogé&nica a partir

de Shigella disenteriae; esta preparacidn fue seleccionada

porgque habia sido altamente purificada y caracterizadé qui-
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micamente; se extrajo con dietilenglicol y se sometidb a pu-
rificacifn por precipitacibén fraccionada con sulfato de amo
nio. Los fosfolfipidos se eliminaron con solucibfn &cida de
eter-etanol y el complejo proteina polisac8rido se separd
por centrifugacibn, sedimentando entre 25,000 y 105,000 g.

El material resultante contenia aproximadamente 4.5% de ni-
tr&geno y 0.8% de f&6sforo y aparecia homogéneo cuando se sQO
metia a electroforesis y ultracentrifugacidén. Esta prepara-
cidn tiene un peso molecular de 1.0 x 107 umas una LDgy de
80 ng en ratones. En dosis de 1 ug de endotoxina produce
en conejos aglutininas-a:$S

~disenteriae y cuando se les_in-—

yecta en dosis de 0.QO3;ﬁg 'xespuesta febril(ze). '

:1:Instl u oTNac1onal de” Investl—'
gacidn M&dica de Londres,'en marzo de:1957; ‘siendo el prl—
mer est&ndar (ST) de endotox1na(26)

El estéandar se rec1bloien,

Posterlormente, se de
mostrd que existia gran varlabllldad en las cantidades de
endotoxina regueridas para provocar,flebre en conejos(zs);
Weary y colaboradores demostraton_que se requirieron 3.28 ng
de ST/kg de peso para producir un incremento de temperatura
de 0.46°C. Adicionalmente Simon{(27) encontrs que se reque-
ria una dosis de 75 ng/kg para provocar flebre en conejos.
En 1981 Garratl y colaboradores demostraron que la respues—
ta pirog&nica en pruebas realizadas con cone]os, falla con
2 ng/kg de peso usando este estandar.

Escherichia coli 0113; H10: KO, (E.c.): Rudback (1976) pre-
pard un lote primario de E.c. usando el método dJde Westphal
de extraccidn con fenol; este estadndar cumplia los regueri-
mientos del BOB. Para la evaluacidn de E.c. se tomd en
cuenta LDgg Yy 1la Actividad Minima Pirogénica (MPA), los re-—
sultados indicaron una variacidén significativa no deseada,

ain cuando en un estudio comparativo de E.c. con una endo-
toxina de Klebsiella realizando la prueba por LAL demostrd
que E.c. era seis veces mé&s potente(36).
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Escherichia coli 055:B5: La endotoxina de esta bacteria es
extrafida por el método de Boivin (tricloroacético) o por ex-
traccifn de Westphal y gque comercialmente es utilizada por
los laboratorios Difco de Detroit, Michigan. La HIMA (The

Health Industry Manufacturers Associatons) selecciond E.
coli 055:B5 como est&ndar, después de un estudio comparativo
en una seccifn cruzada de pruebas de pirdgenos en conejos y
LAL; el estudio concluyd con 95% de confianza a una concen-
tracidn de 98 pg/ml administrada a razén de 10 ml/kg de pe-
so; de esta forma, HIMA se vid forzada a establecer 0.1 ng
de endotoxina como el estadndar de referencia para compara-
cidn de la prueba. (ver Tabla 1 para 1la comparac1on quimlca
de E.c. y E. coli 055: :B5) (36)

Salmonellafébofﬁﬁs'équi" La endotox1na de

ser extraida usando el procedlmlento Westph]
Yy reextraida con fenol cloroformo y’
extraccidn se' sujeta a electrodlallsls
rial catidnico y la ‘acidez se neutrall

Akrletllamlna-
esta forma soluble de LPS se precipita

,CaClz, se centri
fuga y se electrodializa una vez mé&s, la forma &cida resul-

tante se neutraliza con NaOH y se convierte en una sal uni-
forme. Esta sal es soluble en agua con-un-.coeficiente de
sedimentacidn de 105 S, una vez purifiéada, es distribuida
como Novo Pyrexal por Hermal Chemie, Kurt Hermann Hamburg,
West Germany. La composicidn gquimica se presenta en la Ta-—
bla 2. Comparando la composicidn con E.c. y E.coli 055:B5
en la Tabla 1, se observa gque el Novo Pyrexal estd mis puri
ficado gue las dos preparaciones de E.coli. Es interesante
hacer notar, que el contenido de &cidos grasos del lipido aso
ciado es marcadamente similar a E.coli 055:B5 y S. abortus
equi. Este filtimo contiene aproximadamente 20% mis de lipido
A asociado al dcido B-3-hidroximiristico y debido a gque é&ste
es el responsable de la actividad bioldgica, se espera que el
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Novo Pyrexal sea m&s activo gue los tres esté@ndares anterio
res. En informacifn reportada por Weary(4), se indica gue

tanto en la prueba de LAL como en la de conejos, la activi-
dad se d& significativamente mAs pronunciada con el Novo Py
rexal. Estos autores reportan que se reguieren s&lamente

0.56 ng/kg para producir un resultado de

ba de pirSgenos en conejos. Galanos(12)

to de 1°C con 1.0 ng de Novo Pyrexal/kg.
dores reportaron a S.

"falla" en la prue
reportd un incremen-

Galanos y colabora

abortus equi como el estandar de elec-
cidn por las razones anterior_es.(36)r

les, la hexosamln

055:B5, este ultlmo es un estandar'pr




Composicidén quimica
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de E.coli 055:B5, E.c. y S. abortus equi

1 Eico11 055:B5°

~“Lote 665578

| salmonella
jabortus equi

%)

Ce:odeoxidgta

Carbohidratc

Hexosa

Hexosamina =

Esteres de dcido
grasos B

Esteres derﬁ;ik
grasos y amida’

Acidos nucléigos

NitrSgeno >

Fosforo

Heptosab

Didesoxié?ﬁ




Composicidn Quimica ‘de S. abortus equi

15.

Azicar % Actdos grasos | % COASfft?;eﬁc’}e;,
D-Abecuosa 13.5 Lﬁufiepa(é;iz) 2.2
L-Ramnosa 1’5 e 2 }éj_j?'%sticd,
D-Manosa id xiﬁ%yistico
D—Heptosg
D-Galactos;; A?;iﬁ%tlgp
D-Glucosa

Cetodesoxioctanato

D—Glucosamiﬁa'
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IV. Estudios Bioguimicos de la Reacci&n LAL-LPS

Levin Y Bang(4) reportaron gue el amebocito de Limulus con
tiene una proteina coagulable y sugirieron gque la reaccibn
LAL-LPS involucra una reaccifn enzimdtica y que a las cé&lu-
las libres del plasma de Limulus les falta alguna sustancia
gue provoca un incremento en la velocidad de coagulacidn.
El lisado de amebocitos presenta un espectro de absorcidn
m&xima a 270-275 nm, el cual desaparece despu&s de la forma
cidn del co&gulo.

Young en 1972(4); demostro gue la reaccidn de lisado" con
LPS es enZLmétlca : e

Es e investlgador fracciond LAL. por cro'
matografia en: éolumna de: Sephadex G- 50 y G—75,_donde_ k
tuvieron tres plcos,bdés de ellos despues de 1la ad1c1on y
recombinacién con LPS dleron como resultado un gel. La

fracc16n ‘de alto peso molecular fue inactivada con calor y
reactivada despues del tratamlento con LPS, dando la forma-
cidén de gel. La f:acc;én termoestable de peso molecular in
termedio 4did 1la formaciéh de un gel al combinarse con LPS.
El pico tres no se’ afecta en la reaccidn. La fraccidn de
peso molecular alto fue 1nh1b1da por diisopropil- floruro-
fosfato, p—cloro—mercurlbenzoato Yy p—cloro—mercurlfenllsul—:
fato, lo gue indica una dependencia con hidroxilserina y
grupos sulfhidrilos de actividad enzim&tica. La reaccidn
de las fracciones I y II con LPS fueron dependientes de la
temperatura y el pH &6ptimo a 37°C fue de 7.5 (1),

Un problema inherente al fraccionamiento de LAL en la té&cni
ca convencional, es la gquimica de la proteina que 1nterv1e-
ne en la coagulac16n esponténea.(4)

Young en 1972 sugirid gue m&s de dos proteinaé de LALkééﬁﬁﬂ'
involucradas en la reaccidn. Una enzima activada por LPS
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gue reaccionaria con una proteina coagulable, la cual poli-

merizarfia en el interior del gel; la enzima no activa, no
habia sido purificada ni caracterizada. Solum en 1973 puri-
fic6 y caracterizb parcialmente la proteina coagulable y el
gel de proteina. La proteina coagulable o coagulégeno fue
purificada pPor un proceso de acidificacibén seguido de una
cromatografia Sephadex G-75 usando Gcido acético 1.7 M como
eluyente. La acidificacidn de LAL desnaturaliza la enzima
y elimina la posibilidad de una coagulacidn espont&nea du-~-
rante la cromatografia, este tratamiento no afecta la acti-
vidad de la proteina coagulable~ ' ’

El co&gulo preparad\':rV A:kﬁPSﬂquTP?Fi"fDJ
de poliacrilamida ‘fbadé sodid_u r
se un peso éproki
lable y de 17 oo'

000 umas paraf

‘;Esta
en el peso- molecular,_fue eviden—
te al reacdibn enzima activada y probablemente re—

presenta¥11é una porcxén de la cadena del poli-—

péptido po
déagsAde”que,COnstanylos LPS, son:

c nsta ‘de . unldades repetldas de trisaca-

ridos de’secuenc1a unlca en cada bacteria en
a superf1c1e de 1a.célu1a.v'

- Regién; ‘ jque esta compuesta de dlstlntos carbohldratos,
g ’"‘Alncluyendo al cetodesox1octanato, presente
Vsolo en bacterlas?Gram negatlvas.

- Regiéhv;IiI;}(L,piﬁbs‘A)junue se encuentra en todas las

; = egatlvas 'y es la responsable
de 1a gellflcac1on del LAL.
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REGION I REGION II REGION 1I1II
CORAZON LIPIDO A
DEL LPS

Mecanismo de coagulacifn del lisado

Una enzima pro—coagulante contenida en el lisado

‘es act:.va»

mente sobre el coaguldgeno (una proteina coagulable;déibajok
. peso molecular, presente en el lisado),

para ellmlnar un»pe
gueno péptido. E1l coagulogeno y 1la proteina coagulada se

(40) .

dax un gel protelnéceo (=} coagullna

 'Enzima procoagulante Ehzima %?agulan£ek

Coagulégénd' ' Coagulina
donde:

es la forma activa del factor C
es la forma activa del factor B

a wl ol

es un polip&ptido de dos cadenas, una pesada

(80,000 umas) y otra ligera (43,000 umas) unidas
por enlaces disulfuro
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B es un polipéptido de 64,000 umas compuesto de dos ca
denas idé&nticas unidas por un enlace disulfuro

Métodos de lectura de la prueba de LAL

Inversibfn del tubo a 180°: Una vez gue la mezcla endotoxi-

na-LAL es incubada a 37°C por una hora,
te Yy se considera positiva
gel firme (1,34,36,8)

el tubo se invier-
la prueba si se ha formado un

Esta prueba se puede hacer semicuan-—
titativa usando diferentes concentraciones de endotoxina es
tdndar, donde la dilucidn més alta en la gue se presenta la

formacidn del gel es la gue determina la concentracidn del
problema:

_CONCENTRACION DEIL ESTANDAR
CONCENTRACION DEL PROBLEMA “POR FACTOR DE DILUCION

Lectura turbidim&trica:s Esta prueba se basa en el hecho de
que un incremento en la concentracidén de endotoxina causa

un incremento proporcional en la turbidez, debido a la pre-
cipitacidén de la proteina coagulable en el lisado. Se debe
correr una curva est@ndar de endotoxina, y los resultados

obtenidos deben ser lineales; donde todas las concentracio-

nes usadas deben estar en un intervalo de 1 a 200 pg/ml.

La mezcla se lee a 360 nm con una celda de un centimetro y
usando lampara de tungsteno.
en este método,

Uno de los mayores problemas
es gue la variabilidad de lote a lote, se

incrementa cuando el punto final se amplifica espectrofoto-
métricamente(4,34,36,8)

Método colorimétro (Mé&todo de Lowry para cuantificacidn de
proteinas) : Este método ofrece todas las ventajas de una
prueba cuantitativa de endotoxina en la gque el incremento

de concentracidn de endotoxina incrementa la cantidad de
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proteina precipitada del lisado. La cantidad de protefina
precipitada se determina usando la modificacibn de Oyama e
Eagle del an&lisis de protefinas de Lowry. Es necesario co-
rrer un control positivo y un control negativo y una curva

de proteina para eliminar la posibilidad de alguna interfe-
rencia (36,8,34)

M&todo Nefelomé&trico:
gacidn,

Actualmente se encuentra en investi-
el método nefelomé&trico para deteccidn de pirdSgenos

en parenterales de gran volumen por LAL. En &ste, se cuan-

tifica la concentracidén de proteina por la dispersidn de la
luz relativa y es mé&s sensible y seguro gue el método espec
trofotom&trico en el cual la concentracidn de endotoxina es

leida por densidad Sptica. El SDS se usa para terminar 1la

reaccidén enzim8tica en el punto Sptimo y asegurarse gque las
particulas precipitadas sean uniformes.
lulosa s&dica (CMC),

La carboximetilce-
se adiciona como una suspensidn estabi
lizadora. Este es un procedimiento ré&pido,
realizar en una hora,

vya gue se puede
Y es muy sensible ya gque sSlamente se

requieren de 50 uL de lisado. Pueden detectar hasta pico-

gramos de endotoxima presentando un coeficiente de varia-

cidn de 8.6% a una concentracidén de 50 pg de endotoxima/ml.

Prueba en placa: Frauch (1974) fue el primero en sugerir

una prueba simple en placa, usando una pipeta capilar. Se

mezclan 10 uL del lisado con igual volumen de muestra y es

ta preparacidén se deja reposar a 37°C por 30 minutos. De-

ben correrse simultineamente un control positivo y un con-

trol negativo. L.as muestras se preparan en placas con fon-

do negro y son facilmente identificadas por la diferencia
de viscosidad y turbidez (36,8)
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Goto y Nakamura (1979)

desarrollaron la prueba en
con 20 L del lisado.

placa
El lisado y las muestras se mez-
clan en una placa de vidrio siliconizado que se cubre y
se deja reposar a 37°C por 30 minutos:;
se seca,

cuando la mezcla

forma una configuracibfn caracteristica (ver figu

ra 1). (36)

te de fases..
residuo de . .c

uestras formando un‘circulo lleno de

"constltuyen un resultado negathO para

endotoxlna, Vras que un resultado p051t1vo se recono-

ce cuando

ra presenta semejanza a una nube (ver
flgura 2) >t

dotoxina puede ser detectada sélamenﬁe a
acisén de 103 ,g/ml.

No es tan preciso y se-—
tfos métodos,

pero si es de muy bajo costo.

Figura 2
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Flowers (1979)(33), report® un m&Etodo en placa modificado

en el gue se utilizan 10 ul. de LAL.
despirogenizado de 9 mm,
rafina,

Un tubo de vidrio
el cual ha sido sumergido en pa-
se coloca en una placa de vidrio proporcionando

una superficie en la cual la reaccibn se lleva a cabo. E1

-punto final se lee colocando verticalmente el tubo capi-
lar en el centro del cfrculo y midiendo el flujo (hacia

arriba) de la mezcla de reaccibn dentro del capilar. Ya

gue el flujo es inversamente proporcional a la concentra-
cidn de endotoxina,

un flujo minimo se considera reaccidn
positiva.

Una prueba positiva tendr& una elevacibn en el
nivel del 1iquldo de sélamente 4 mm;

sin embargo, ‘'la mues
tra'contenlend“

poco o nada de endotoxina 1ndlcar5 hasta

- Sustrato cromog
1n1c1aron estu
I.AL,

os'de'detecc16n de plrégenos por mé&todo de

desarrollando un método de lectura denominado sustra
to cromogénlco (36)

La estructura del ‘sustrato cromogéni-
co es: i e '

@—_, CO ~ Lis - Ile - Lis - Glu — Gly - Lis - Afguoz
donde =
Lis = lisina

Ile = isoleucina
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Glu = ac. glut8mico
Gly = glicina
Arg = arginina

El m&todo tiene la ventaja de la especificidad de la endo-

toxina activada, gue es la enzima procoagulable, la cual

presenta una actividad de amidasa especifida para el grupo

carboxiterminal y residuos de Gly-Arg. Cuando esta secuen-—

~cia se conjuga con una sustancia cromog&nica como la p-nitro

anilida (pNA), esta se libera en proporcidn directa al in-

cremento en la cantidad de endotoxina. Ademis, es posible

medir la concentracidén de endotoxina midiendo la actividad

amidasa como la liberacidn de un crom&foro. El sustrato

cromogénico se mide por absorbancia a 405 nm.

La prueba se
realiza con 50 L. del lisado. e

La relac1on cuantltatlvak
tre el logarltmo de la concentracxon de endotox1nayy~1a‘ac—
tividad amldasa puede observarse entreﬂl 5}:10 6
de endotox1na/ml (36)

VI. EstudiOéfreaiizados,sobie;otra
de la prueba 'de LAL"

a) Estddi§ realizados para 1la detecci 3GN ensangre.

Se han dirigido criticas severas a la prueba de LAL para

la deteccidén de BGN en sangre, la critica se debe a la

falta de correlacidn entre el niimero de bacterias obteni

do en cultivos de sangre y las obtenidas con la prueba
de LAL, en pacientes con bacteremia severa(4),

vya gue en
observaciones realizadas

por Feldman y Pearson(4), re-
portaron que sdlamente dos de veintiocho pacientes die-

ron prueba de LAL positiva, cuando se les comprobd por

hemocultivo bacteremia Gram negativa.(4) Por otra parte,

en experimentos realizados en el laboratorio de la Univex
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sidad de Medicina en conjunto con el Centro de Salud y
el Departamento de Medicina Interna del Hospital Hartfford,

1973¢14) con pacientes hospitalizados por sospecha de in

fecciones serias, se determinS endotoxina circulante pre

sente por LAL en sS8lamente 2 de 39 pacientes y s8lo en

uno de los casos se establecid antes gue el diagn8stico
por hemocultivo.

Aungue la prueba de LAL puede proveer resultados més ré—

pidos gue los hemocultivos, la necesidad de deter i

nes seriadas para obtenerxr resultados p051t1
valor diagn&stico. (14)

aClO

Un ané1151s de endotOXLna puede sexr més de

teremla Gram egatlva con; ausenc1a de endotox1nas

La pruéba de‘ﬁAL detecta 1la presencia de LPS en Sangfe;
pero no provee la informacidn de la fuente de éstos.'Pug
de darse un resultado falso positivo por una infeccidn
la cual decrezca la permeabilidad de la barrera del in-
testino permitiendo la entrada de LPS al torrente san-
guineo y también es posible gue la prueba de LAL produz-
ca un falso negativo en pacientes con bacteremia Gram ne

gativa por la presencia de un inhibidor en plésma Yy sue-—
ro humano.

Existen algunos métodos para la eliminacidn de este inhi
bidor, pero no son completamente efectivos; 'gl Dr. Arbeiter
en comunicacidn personal(4) indicS gue los nficleos de in
hibidor varian grandemente entre individuos;

requiri&ndo
se a veces hasta tres extracciones con cleoroformo.
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Los resultados obtenidos con la prueba LAL depender&n de
la sensibilidad del lisado usado y el nimero de bacterias

presente en sangre. Algunos estudios sugieren gue las

BGN tienen aproximadamente 1x10"14 g de LPS por cé&lula,
mientras que el m&todo de LAL usado reporta gque detecta

de 1072 a 10713 g de LPS/ml, o sea, de 100 a 1,000 bacte-

rias/ml, por lo gue si la sangre del paciente tiene pocas

bacterias, se obtendr& un falso negativo. En realidad

la prueba de LAL bas&ndose en lo complementado por mé&s

investigadores, detecta ntGmeros de 10,000 bacterias /ml,

por lo tanto, hasta el momento,

la prueba no se debe usar
(4)

para diagnSstico de bacteremia.

1eron resultados cuantltatlvos, luego de permltlr

luc1ones de orlnas sin tratar. Una curva esténdar

actividad de LAL v conteo de cé&lulas v1ables de E co l;y

-K.pneumoniae en orina demostraron que una reac016n p051t1-

va a LAL en dilucidén de 1:100 & 1:1000 indican una~cuenta
de colonias de al menos 100,000 bacterias /ml.

CUENTA DE COLONIAS DESPUES DE [ REACCION LAL ANTES Y DESPUES
ORGANT SMO ANTES DE LA ADICION ADICION DE | DE LA ADICION DE GENTAMICINA
DE GENTAMICINA GENTAMICINA | SIN DILUIR}{1:10(1:10071:1000
E.coli 1.42 x 104 4 + + + +
K.pneumoniaej 1.20 x 104 0 + + + +

TABLA 3
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La orina tratada con gentamicina no alterxra los resultados
de LAL por lo que la no viabilidad de la bacteria no afec

ta la deteccifn y cuantificacibn del ntGmero de
presente (ver tabla 3).

cé&lulas

La cuantificacitn experimental se confirmé comparando la

prueba de LAL con cuenta. en placa en 209 muestras de ori-

na. La prueba de LAL detectd 92% de todas las muestras

conteniendo m&s de 100,000 mocroorganismos/ml y 100% de
orina, conteniendo mas de diez bacterias Gram negativas/ml.
Veinticinco muestras presentaron mas de 100,000 microorga

nismos/ml de orina, en &stas se incluyen doce aislamien-

tos-de E. coli, cinco de K. pneumoniae, dos
Proteus sp, una de Pseudomona sSp, una

aureus 'y una de Candida albicans.

especies de
de Staphylococus

La prueba de LAL. ﬁbwpa;
rece. detectar levaduras ni bacterias Gram p051t1vas a. con
entrac1ones mayores de 103 células/ml.

Dentro de las'ventajas gue se encuentran con el ﬁso de la
prueba de LAL para diagnosticar la bacteriuria Gram nega-
tiva, es que puede utilizarse en el diagndstico de pacien

tes con bacteriurias asintom&ticas, no se alteran los re-

sultados por el uso de antibidticos y puede detectarse la
presencia de bacterias anaerobias Gram
désventajas de esta prueba,
Gram positivas,

Negativas. Las
es gue no detecta bacterias

ni levaduras y sSlo un bajo porcentaije de
infecciones del tracto urinario, son

causadas por bacte-
rias Gram negativas. Ademés,

no provee informacidén rela-
tiva a la identificacidn del microorganismoc o de la pre-
sencia de una mezcla de bacterias ni tampoco informacidn

sobre la susceptibilidad de las bacterias a los antibid-
ticos. -
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Otras aplicaciones.

Jorgensen y Smith demostraron el valor de la prueba LAL,
detectando LPS en albtGmina humana inyectable. Estos tra-
bajos describieron dos casos de septicemia, resultado del
uso de una solucibén intravenosa contaminada con Pseudomona
aeruginosa. El uso de LAL permitif6 la r&pida deteccién

de LPS en esta solucidn; la identificacidn del microorga-
nismo se establecid por métodos de cultivo. (4)

En adicidn a la aplicacidn m&dica, la prueba de LAL ha

probado ser til en investigacidn dental para la determi-

nacion de niveles de endotoxina asociada con placas denta--
les y tejido glnglva1(4) Se establecidn que en paCLentes

con enfermedad periodontal, existe una relacidn entre la

cantidad de LPS detectado en muestras de exudado de la

Placa dental, saliva, tejido gingival y la severa inflama
cidn; los LPS son probablemente los responsables de la en
fermedad, aunque no los dnicos. La higiene oral o trata-
miento destinado a reducir la cantidad de BGN en la cavi-
dad oral, limita o controla el aspecto inflamatorio de la
enfermedad. La prueba de LAL aparece como una perspecti-

va de estudio en los efectos causados por LPS en la enfer
medad periodontal.(e)

En ahos recientes,(4) se ha destinado mucho tiempo y es-
fuerzo a preservar el medio ambiente y a favorecer el man
tenimiento de un balance del ecosistema. Se sabe gque las
bacterias son las responsables de la mineralizacidn de

mis del 50% de los organismos, tanto terrestres como acuid
ticos.

El método de LAL en conjuncidn con la técnica de determi-
nacidén de biomasa total, ha sido usado como indice de la
contaminacién en el medio acuitico. (4)



CAPITULO III

¢/PARTE EXPERIMENTAL

DETERMINACION DE PIROGENOS CON LAL

A. Obtencidn de'la muestra de prueba:

Nota: Para prevenir contaminacién por endotoxina bacteri
utllizarse tecnicas asepticas.

b) Soluc1ones T débe}ﬁomarse a

través delitu e stirar el disco de hule
latex. C

54 ibre"de pirSgenos y se
1nv1erte' : '

B. Pro¢§dim1enﬁqfde~lé~prueba1~w5eideben preparar: . .

a) Tres controles negativos.
b) Los siguientes controles positivos:'
Un tubo para 200 pg/ml de estidndar de endotoxina

Tres tubos de 50 pg/ml de est&ndar de endotoxina.
Un tubo de 12 pg/ml de esté@ndar de endotoxina

C) Tubos de muestra:

Agregar 0.1 ml a cada tubo de la solucién‘esténdar’y de
muestra respectivamente. ’

Tr&tese de la siguiente manera:
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11.

12.

29.

Si se necesita mas de un vial, se debe hacer una mezcla.

Agregar 0.1 ml del lisado a cada tubo, primero a los tu-
bos de control

Tapar con papel parafilm'f

mezclar suavemente sin que se
forme espuma. i g

Dejar reposar los tubo; una hora.

Centrifugar por,uh mini

Remover el sobren
el coégulo.;

Dlsolver el coégulo_adlcl nando

'horas en este paso).

Paragla cuantlflcac10n, preparar do
y la curva ‘estd@ndar de proteina ('
tu16 VIII de este trabajo).

ben contener 0.2 ml de soluc1on”

acuosa NabH 0'
gar del estandar de proteina.
Dejar reposar durante diez minutos'é'témperatﬁfa'ambiente.

Mezclar
por diez segundos, esperar aproximadamente diez segundos

Adicionar 0.1 ml de reactivo de Fenol Folin 1N.

entre la adicidn del reactivo a cada tubo para evitar gue
transcurran mids de 30 minutos de reposo al leer su absor-

bancia. Este punto es critiéo, vya gque el color decae des
pués de treinta minutos. .

Dejar reposar durante'jotmiﬁutos a temperatura ambiente.
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14.

C.

a)

b)

c)

a)

e)

£)

30.

Medir la absorbancia a 660 nm en un

espectrofotSmetro
adecuado.

Ajustar el espectrofotbmetro a cero
tefina y leer las muestras siguiendo
adicionado el Fenol-Folin.

con el blanco de pro-

el orden en que fue

Registro de Resultados:

La prueba de LAL debe tener u
(que muestra los datos qu :
cién), y una hoja de ¢6
resultados en absorbanc
anexos) . ' il

"héjagcontrol Forma N° 1
> para la aproba-
gue ‘muestra los

T (verxr

Debe haber un minimdfd -2,

A nidades entre la diferencia
de absorbancia del coﬁt_bl negativo y el de 50 pg/ml.(37)

Debe haber un minimo de 0.2 unidades entre la diferencia
de absorbancia de 50 pg/ml y el de 200 pg/mi. (37)

Las muestras que tengan absorbancia igual o arriba del mas
bajo de los resultados obtenidos para 50 pg/ml, deben ser
probadas nuevamente por triplicado.

Si en la repeticidn de la prueba el promedio es mayor o

igual gue el valor mds bajo obtenido para la concentracidn
de 50 pg/mlr

la misma muestra deberd ser probada en ocho
conejos.

En casos en los que la muestra sea muy pegueha



31.

e insuficiente, se deben tomar al azar,

unidades adiciona
les del lote.

g) Si el promedio de los valores de la repeticifn de la prue
ba es menor gue la absorbancia obtenida del valor mas ba-
jo dado por el estaindar de endotoxina de 50 pg/ml,

el pro
ducto puede considerarse no pirog&nico.

h) La curva de albiimina usada como estindar de proteina en

la prueba de LAL, establece una diferenciacidn colorlme—

trica progresiva entre las concentraciones, las cuales

deben ser relativamente consistentes entre dia y dfa." Un

cambio dr&stico representa un problema en eiJeduipo'b'en

los reactivos; debe detectarse la falla y efectﬁarSe lés

correcciones necesarias.

III. A. CALIFICACION DE LA PRUEBA DE LAL

a) Es necesario eliminar 1la posibilidad'dé:ﬁ
vo,. causado por la inhibicidn de la reac01o
o de la reaccidn de Lowry.

b)

c)
gquimica, pero diferentes medidas o recipientes, una
calificaciédn es suficiente. B

d) Si la solucidn requiere ser diluida para la prueba en’co-
nejos, é&sta debe ser diluida de la misma manera paraila
prueba de LAL.

e)

Los equipos gue consten de componentes similares, deben

ser agrupados siempre en categorias para su callflcac16n.
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a)

b)

c)

a)

b)

c)

d)

‘Un_ tubb que ‘contenga 12 pg/m

32.

Si el proceso de esterilizacidn de equipo médico y mate-
rial de curacibn cambia de 6xido de etileno a radiaciones
gama, &stos deben ser recalificados.

Procedimiento.

Preparacifn de la endotoxina est&andar.

Prepare la curva est&ndar de endotoxina al inicio de 1la
prueba con un lote de agua libre de pirSgenos, previamen-
te calificada; en caso de equipos que han sido enjuagados
con solucién salina, preparar la_cﬁrﬁalcdnlsolucién sali-
na, pfeviamente»calificada.

Asimismo, preparar:

Uﬁ‘tubb qﬁé contenga 200 pékmif‘”

‘épdbtbxina esté@ndar
Tres' Eﬁb's”que contengan So”pf

f&éféhddtokina ésténdar
ndotoxina est&ndar

Tres tubos para control. nega

Regist:ar los datos obtenido

Criterio de evaluacidn::d

El promedio de absorbanc;as ‘del control negatlvo, debe
ser menor de 0.2. (37)

Debe haber mis de 0.2 unidades de absorbancia de diferen-—

cia entre el promedio del control negativo y el promedio
del estandar de 50 pg/ml.(37)

Debe haber m&s de 0.2 unidades de absorbancia entre el
promedio del esté@ndar de 50 pg/ml y el de 200 pg/ml.(37)

La curva estdndar del agua o de la solucidn salina usada
como control debe cumplir los criterios anteriores.
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e) Para equipos mé&dicos (equipos auxiliares para la salud y

materiales de curacibn). Compare la absorbancia promedio
del est&ndar de 50 pg/ml de endotoxina para el control de
agua o de solucidbn salina y del agua o la solucidn obteni
da del drenado del eguipo mé&dico, si es mayor de 0.1 uni-

dades, la prueba debe ser repetida.

f) Para recipientes y equipos susceptibles de ser sumergidos.
Debido a gque en el enjuague es extraida la endotoxina de

toda la superficie, el control negativo puede ser 0.2 uni
dades ma&8s alto.

III. B. MUESTRAS QUE DEBEN TRATARSE ‘PARA EVITAR INHIBICION
EN LA PRUEBA DE LAL ..l

Hay algunos productos’biolégicdsvy;pwréh
nen sustancias que 1nh1ben la formacxén 4a

Por ejenplo, las soluc;ones §c1das Yy ba51cas pueden
la formacidn del gel en "la prueba de LAL, por lo qu‘
ajustarse el pH en el lntervalo de 6.5-7.2.

Otro ejemplo, lo céhstituye la presencia de alguna. sustancia
anticoagulante, 1lo cqal hace necesario el tratar previamente

la muestra con un absorbente adecuado, como puede ser el
CaCO3 -
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FORMA 1

HOJA CONTROL DE LA PRUEBA DE PIROGENOS CON LIMULUS

SOLUCION DE PRUEBA

CURVA ESTANDAR DE ENDOTOXINA (ABSORBANCIA)

DESCRIPCION CLAVE LOTE |} 200 pg/ml 50 pg/ml 12 pg/ml Control Negativo
1 1 1 1
2 2
3 3
Valor Promedio
minimo o -

 CONGCENTRACION

100 ug/ml

200 Mg/ml

400 ug/mi .

800 ug/ml

LOTE DE REACTIVO LAL
LOTE DE ALBUMINA HUMANA.. - ..

REALIZADO POR

SUPERVISADO POR




35.
FORMA 2

REPORTE DE PRUEBA DE PIROGENOS CON LIMULUS

LOTE N°:

CLAVE N°:

LOTE DE LISADO:
SOLUCION PROBADA: ‘
PREPARACION ESPECIAL (si exisge)

ESPECIFICACION N°:
FECHA DE EDICION: _

CURVA ESTANDAR DE ENDOTOXINA

200 pg/ml
50 pg/ml
12 pg/ml

CONTROLES NEGATIVOS

Nimero de-carro .-} ~Muestra

CRITERIO DE LIBERACION

50 pg/ml
NEGATIVO
REALIZADO POR:
DISPOSICION
REVISADO POR LIBERACIONES

R ———
' " FECHA
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FORMA 3

CALIFICACION DE LA PRUEBA DE LISADO DE AMEBOCITOS DE LIMULUS

CLAVE DEL PRODUCTO ,LOiE DE H,0 CONTROL

LOTE DEL PRODUCTO

_ LOTE DE LISADO

LOTE DE ENDOTOXINA

CURVA ESTANDAR DE H,0

CONTROL NEGATIVO
12 pg/ml DE ENDOTOXINA.
50 pg/ml DE ENDOTOXINA,

200 pg/ml DE ENDOTOXINA

CURVA DE CALIFICACION

CONTROL NEGATIVO

0.2
12 pg/ml DE ENDOTOXINA .2
50 pg/ml DE ENDOTOXINA ‘0.2
200 pg/ml DE ENDOTOXINA 0.2
SUERO DE ALBUMINA
HUMANA ng/0.2 ml
20 PROMEDIO DE CONTROL NEGATIVO 0.2
40 3 DIFERENCIAS ‘ 0.2
80 -+ EQUIPOS PROMEDIO DE ABSORBANCIAS
160 . SOLAMENTE ~

50 pg/ml Control H,0
PROMEDIO DE ABSORBANCIAS .
50 pg/ml de Producto -

PROBADO POR:
REVISADO POR:
SUPERVISADO POR:

Si ﬁo cuﬁﬁle 16 anterior, féllé la prueba.



III. C.

RESULTADOS

37.

Comparacibn de resultados de las pruebas para deteccién de pi-

r6genos (Conejos/Limulus), realizados en Travenol Mé&xico, du-
rante el afio 1982.
1. Solucidn Tipo A. Resultados
CLAVE LOTE ESTANDAR DE ENDOTOXINA LAL CONEJ0S
EN PICOGRAMOS (ABSORBANCIAS)
NEG. 12 S0 200

a Sy 0.040 ©.173 ©.417 0.918 NO PIROGENICO  NO PIROGENICO
A 0.065 0.17% ©.517 0.718 NO PIROGENICO N0 PIROGENICO
A 0.661 ©.191 ©.314 0.735 NO PIROGENICO MO PIROGENICO
A 0.061 ©0.191 @.314 6.73 NO PIROGERICO  NO FIRGGENICO
A 5 0.045 ©.193 ©.417 ©.963 NO PIROGENICO N0 PIROGENICO
A 0.131 0.716 ©.453 @.853 NO PIROGENICO  NO PIRGGENICO
A 7 ©.131 0.216 @.435 ©.853 NO PIROGENICO  NO PIROGENICO
A Ak 6.131 0.216 ©.43% 0.853 NO PIROGENICO N0 FIROSENICO
A 9 ©.131 0.216 ©.433 ©.853 HO PIROGENICO  NO PIROGENICO
A w 6.146  0.173 0.325  0.703 NO PIROGENICO N0 PIRGGENICO
A 11 ©.127 0.229 ©6.473 0.974 NO PIROGENICO N0 PIROGENICO
A 13 ©.152 9.276 0.5%%  0.950 N0 PIROGENICO  NO FIROBENICO
A 14 ©.127 0.225 0473 0.971 NO PIROGENICO  NO PIROGENICO
A 15 6.127 0.225 @.473 0.971 NO PIROBENICO N0 PIROGENICO
A 15 0.127 0.223 0.473 @.971 N0 PIROGENICO N0 PIROGENICO
A 17 0.127 0.229 o.473 0.971 NO PIROGENICO N0 PIROBENICO
A 18 0.104 ©.193 0314 ©.714 NO PIROGENICO  NO PIROGENICO
A 19 - 0.140 0.223 0.375 0.870 WO PIROBENICO MO PIROBENICO
A 20 0.112 ©.183 0.3% 0.630 NO PIROGENICO  NO PIROGENICO
A 2 0.063 ©0.185 0.339 0.638 NO PIROGENICO  NO PIROGENICO
A 22 0.063 0.185 ©.339 0.693 NO PIROGENICO  NO PIROGENICO
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®.684
9.064
0.064
9.060
0.067
8.932
0.058
¢. 102
0.102
@.135
@134

©.e93
@.993
0,053
©.160
6.100
¢.0539
©.045
0.9831
©.831
6.087¢
0.6959
9.059
©.052
8.9066
9.8%

©.158
9.193
©.193
0.193
0.174
9.193
0.153
8.205
©.198
©.282
8.282

6.195
©.201
8.281
0.183

. . . o
&

©.313
0.318
8.318
0.293
0.349
0.300
©.387
0.415
8.359
9.453
0.483
@ .353
8.335
©.4533
0.433
&.355
8.355
6.314
6.337
9.352
0.362
6.313
8.365
8.333
©.324
@.305
9.332

0.695
0.620
0.620
9.521
9.61%
8.632
0.795
6.832
0.6863
©.812
0.812
6.716
6.662
0.814
0.614
8.704
8.7a1
9.725
0.715
0.784
@.784
6.7138
8.741
0.742
©.35]
8.702
©.752

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

- NO PIROGENICO

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
HO PIROGENICO
NO PIROGENICO
R PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
RO PIROGENICG
NJ PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
K0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIRGGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO

38.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG FIRGGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
RO FIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
KO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NC PIROGENICO
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0.0%
8.977
9.0387
©.031
0.109
9.985
9.037
@.093
©.093
©.021
©.08¢
@.673
0.073
0.110
6.054
v.975%
©.094
0.054
0.100
0.673
6.112
¢.130
9.094
9.973
9.112
6.666
9.060

.19
.189
.185
.145

o & 5 ® & & & © © ©
== 2 o
» =

® o & » & ® & o & & O
s ss
2

8.382
0.402
0.325
0.374
0.393
0.410
6.334
@.330
8.338
©0.420
©.315
@.363
6.311
@.482
9.312
8.301
©.335
8.399
0.343
0.305
9.971
9.485
@.494
0.339
0.471
8.314
9.314

0.752
©.698
©.745
©.831
08.752
0.778
0.702
0.719
6.719
6.501
¢.818
Q.7%%
8.692
8.514
©.765
8.681
@.734
0.734
@.739
0.653

1.086
©.997
©.521
1.153
0.912
8.9¢1

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG FIRGGENICO
NO PIROGENICO
NG FIROGENICO
80 FIROGENICH
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

39.

NO PIROGENICG
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGERICO
NG PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NG FIRGGENICO
NO PIROGENICO
RO FIROGENICO
N0 PIRGGENICO
NG FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO FIROGENICO
NGO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
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2. Solucidn Tipo B. Resultados
CLAVE LOTE ESTANDAR DE ENDOTOXINA -~ LA CONEJOS
EN PICOGRANOS (ABSORBANCIAS)
oy 12 S 200
0.119 0.229 0.505 1.074 N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
0.119  0.223 0.505 1.074  NO PIRGGENICO  NO PIROGENICO
“C @12 0.206 ©.525 1.120 MO PIROGENICO  NO PIROGENICO
eiz 0.206 0.5% 1.120 NO PIROGENICO  NO PIROGENICO

0.166 0.155 ©0.412 ©0.914
0.19%  0.412 0.914
.19 ©.412  0.914

7
8 0 el 183 0373 0.743
o

9.676 ©0.189° 6373  9.T43
8.676 ©0.185  0.375 | 0.743
0.042 ©.131 ©.290 ¢.614

9.0d42 ©.131 ©.234 0.614
@.842 ©.131 ©6.294 o.614

14 0.02 ©.131 .54 0.614
15 - 0.042 ©.131 @.234 0614
16 004z 6131 0734 0.614
17 0.13 6.2% 0514 1.128
18 0.13 ©.23% o514 11%
: 013 .23 514 1.128
ze - 8.136 ©.230 @0.514 1.178
2t 0.112 ©.206 .56 1.120
z 0.137 0.219 .53 1.14t

NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGERICO
N0 PIROGERICO
N PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGGENICO
NO PIROGENICO
N PIRGGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO

NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGERICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIRGGENICO
RO PIROGENICO
RO PIRCGGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGGENICO
N0 FIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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0.219
0.219
9.219
0.219
9.219
@.219
e.185

.189

.185

219
194
194
.194
0.194
.73
0.233

1.141
1.141
1.141
1.141

1.14
@.695
©.695
8.655
©.655
©.635
©.695
©.695
9,635
©.635
©.635
9.635
0.695
8.695
0.655
1.141
0.717
8.717
0.717
6.717
0.191
1.191

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

41 .

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGGENICO
NO PIMN[CO
RO PIRCGGENICO
RO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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7
75
76

0.140
9.987
©.087

e

0.238
9.238
0.238
9.238
0.19
0.1%
0.19
8.243
©.248
©.243
0.248
©.248
.23

. 455
.455
455

0.489
9.489
0.489
@.489
0.340
©.340
0.340
9.3%5
@.335
©.395
©.395
©.335
©.533
©.733
©.733
9.733
0.739
©.733
0.613
©.613
0.613
6.333
©.388
©¢.333
0.365
9.331
6.331

1.191
1.191
1.191
1.194

1.125
1.525
1.525
1.525
1.528
1.525
1.180

©.752
0.752
9.752
©.752
9.633
9.639

NO PIROBENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROBENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO FIRGGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PLROGENICO
NO PIROGENICO
80 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROBENICO

42.

NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGERICG
NO PIROGENICO
NO FIRGGENICO
) PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICO
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102
103

0.082
©.682
0.682
9.682
0.082
0.662
©.082
©.082
©.135
0.136
0.136
0.146
0.145

0.677

@.e77
8. 677
©.102
@.102
©.140
0.673
0.073
0.673
9.055
9.973
9.079
8.119
0.119

0.1%
0.19%

®
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0.213
8.195
0.19¢
@.19%
0.2702
@.202

0.422
0.422
0.422

422

& & @
¢
@

RV
.383
.421

S & & o @ d '¢-

.42
©.421
6.333
0.312
©6.312
@.410
0.410

9.799
0.799
0.79%
0.79%
9.799
0.790
0.7%
9.790
©.895
0.635
9.835
1.128
1.123
0.814
9.814
0.414
0.785
0.785
@.752
0.813
0.813
0.813
9.695
9.662
9.662
6.714
0.714

NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG FIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NGO FIRGGENICO
NG PIROGENICO
NO FIROGENICO
0 PIROSENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N PIROGENICO
N0 PIROGENICO

43.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICG
K PIROGENICO
NG FIRGGENICO
N FIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 FIROGENICO
N0 PIRGGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
N PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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104
105
106
187

s
126
@
Cm

129

©.410
0.333
9.333
©¢.333
9.333
9.333
9.333
8.388
0.313
©.342
0.342
©.342
@.551
9.59¢
9.551
©.499
0.4ig
9.313
8.313
@.313
0.619
0.619
@.619
6.613
0.499

0.506

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROBERICO
NO PIROGENICO
NO PIROGERICO
NO PIROGENICO
NO FIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGERICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICG
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO

44.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
K0 PIRGGENICO
NO FIROGERICG
RO PIROGENICO
NO PIROSERICO
N0 PIROGENICO
N0 PIRGRERICO
NO PIROGENICO
NO FIROBENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
HO PIROGENICO
NGO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG FPIROGENICO
NO PIROGENICO
NGO PIROGENICO
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131

157

©.093
8,993
0.093
©.173
8.179
0.179
©.059
0.653
9.0853
@. 059
©.e77
8.977
9.e77
0.142
©.14Z
9.142

©.142°

8.145
@.145
0.145
©.977
©.877
@.077
8.677
9.961
©.9057
©6.657

@.192
@.192
9.192
8.461
0.461
9.461
9.185
0.186
9.186
6.126
6.184
@154
8.134
.27
8.225
8.223
©.253
0.205
©.263
8.203
@.183
©.189
8.183
@.189
@.196
©.131
@191

@.506
©.506
8.506
@.635
9.695
8.695
©.315
8.315
¢.315
8.319
9.312
6.31

»no

9.312
©.520
@.52¢
8.520
6.52¢
0.416
¢.416
8.416
©.317
8.317
9.317
0.317
8.3%
©.369
©.369

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO EIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROBENICO
N0 FIROGENICO
NO PIROBENICO
NO PIROGENICO
NGO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 FIROGENICO
NO PIROGENICO

45.

NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

N0 PIROGENICO

N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 FIROGENICO
N0 PIROGENICO
MO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
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158
159
160
161
162

16

163

176
171
172

173

174
175

176
177
178
179
160
181
1682
183
184

©.057
0.057
9.057

@.057

0.057
0.057
0.057
0.061
0.0%
0.026
0.926
0.025

. 156
.158

.15¢
158

.13
@.131
©.650
0.050
©.050
©.050
©.050
©.950
@.102

-191
191
.191
.191

9.369
0.369
0.369
9.369
0.298
0.2%3
0.258
©.393
0.331
0.331
9.331
©.331
0.540

0.612
0.612
0.612
0.614
0.814
9.814
0.814
9.892
0.653

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
RO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N PIROGENICO
N0 PIRGGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 FIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

46.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROSENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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1685
186
187
188
183
190

191

210
211

182
102
.102

I

- .
g 9

[y
: 2
@

.970
979
.070
136

-136
136
110
110
11e

.19
.190
-19%
.258
.252

195
.z
22
. 455

® & & © & & & © & © o
<
A

244

©.241
©.784
©.284
e.x

Q.24
0.1&4
0.184
©.184
©0.231
0.731
9.231
0.231
6.193
0.158
6.198

@.455

©.455
©9.423
©.428
6.428

[~
-~
&

s s s o o o
5

0.65%
9.841
0.841
0.841
0.841
©.895
9.855
9.895

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIRCGGENICO
RO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICG
NO PIROGENICO
NO PIROGENICG
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO

47 .

NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
RO PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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.185
.185
.i85

©0.428
9.428
0.428
0.428
0.428
0.423
0.42%
9.428
©.426
@.395
@.385
9.395
0.3e5
0.428
0.428
0.425
0.428
0.423
0.428
©.425
©.478
©.318
8.318
©8.318
©.318
9.313
9.518

8.835
9.895
0.895
©.895
©.895
9.835
©.895
8.895
©.855
8.6%
¢.655
6.693
0.6
©.951
8.531
6.934
9,531
©.931
©.931
6.931
©.551
8.758
9.758
©.758
©.75%
8.753
9.758

NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROBENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGERICO
NO PIROGENICO
NG FIRGGENICO
RO PIRGGENICO
NO FIROGENICG
NO PIRGGENICO
NO FIROGENICO
NO FIROGENICO
NO FIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

48.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICG
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NG PIROGENICO
NG PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICO
N) PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
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253

255
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.273
1198
.185
.é56

©.256
©¢.255
©.255
©.271

0.318
0.318
0.422
0.422
0422
©.425
6.423
©.423
©.429
9.425
©.425
9.452
0.492
@ 432
8.315
9.315
8.315
0.534
0.534
©.554
©.315
©.369
0.363
6.369
9.541
0.541
6.581

©.758
8.75¢2
0.703
8.763
6.763
9.875
©.875
©.875
¢.875
©.875
©.875
1.065
1.065
1.5
©.735
®.735
©.735
©.530
6.935
8.765
@.752
0.657
©.857
0.857
0.923
9.528
1.003

N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
N PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROBENICO
NO PIROGERICO
NO FIROGENICO
NG FIROGENICO
NO FIROGENICG
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO FIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRDGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NG PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO

49.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NGO FIRGRENIGO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICG
N0 PIROGENICO
NO PIRGGENICO
RO FIROGENICO
KO PIROGENICO
N0 FIROGENICO
NG FIROGENICO
KO FIROGENICQ
NG PFIROGENICO
NO PIROGENICO
KO FIROGENILO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
N0 PIROGGENICO
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0.173
0.173
9.173

%

©.272
©.272
0.272

©.581
9.581
9.581
9.581
0.531
9.581
0.491

-

491
451

.327
.327
527
634

.005

674
.874

.795
.785
.159
=
.18¢
i8¢
.925
-7

.oa2
892
.002

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGGENICO
NO PIROGENICO
NGO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NG FIRGSENICO
NO PIRGGENICO
RO PIROGENICO
KO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIRGGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
KO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIRUGENICO

50.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRCGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
N0 PIROGENICO
NG FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIRGGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO



=T - B . ]
9 o o m W o o W oW m Pw Mmoo m oom @ D o W oo Mmoo ™

0.139
9.139
0.139
0.168
0.160
0.154
9.061
9.028
©.028
0.8
6.828
0.661

@.051

8.9053
9.993
0.174
6.174
0.174
¢.174
@.148
9
0
©

e.218
0.218
0.218
0.235
0.235
©.216

193
193
183
-193

183

o o0 o & 8 o

-183
0.210
0.216
8.561
6.391
6.381
8.301
.23
6.235
@.235
9.234
©.235
©.193
©.198
9.138

0.435
0.485
0.435
0.541
0.541
0.488
6.3
©.335
9.33%
©.339
@.335
©.327
©.327
0.427
0.427
0.651
9.661
0.651
0.651
0..5293
0.520
©.52¢
9.520
0.520
9.353
0.353
6.353

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICO
N0 FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

51.

N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N) PIROGENICO
NO PIRGBENICO
N PIROGENICO
NO PIRGGENICG
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N FIRGGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGERICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
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337

0.078
©.078
0.478
9.039
0.689
9.033
0.062
8.059
8.63%
©.093
@.093
9.035
©.674

0.074

6.074
©.051
¢.681
0.051
0.%51
@.e31
0.162
©.162
8.063
0.063
0.112
@.112
0.112

193
193
193
198
198
198

e o
2

0.3335
0.333
0.333
9.328
8.328
@.328
©.321
0.416
©.416
©.333
8.333
0.313
©.328
@.323
8.329
9.426
©.426
©.42%
8.426
9.425
0.452
@.452
8.333
6.333
0.412
@.412
0.412

@.532
6.932
0.832
9.805
0.685
9.805
9.815
0.733
.71
@.763
6.763
@.635
0.676
8.675

9.676

8.833
@833
¢.833
0.838
6.833
9.526
0.320
0.726
8.7
1.003
1.063
1.009

NO FIROBENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
KO PIROGENICO
NO FIROGERICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGERICO
N0 PIROGENICO
NG FIRGRERICO
N0 PIRGGENICO
N0 FIRGGERICO
KO PIROGENICO
N0 PIROGBENICG
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO

52.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
RO PIROGENICO
RG FIROGENICO
KO PIROGENICO
KG PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
KO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG FIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
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0.056
0.056
0.056
0.056
@.956
0.056
©.956
0.031
0.091
0.031
6.091
0.048
0.057
9.067

©.967

9.045
0.043
9.131
6.131
@.131
©.075
0.079
0.079
0.673
0.145
0.145
9.145

6.193
0.199
8.199
0.195
9.199
©.199
9.19%
0
@
@
]
¢
@

&

s
8

©.535
©.535
8.535

©.795
©.795
8.795
©.795
0.795
0.795
0.795
0.653
8.653
0.653
9.653
0.614
8.963
0.363
©.962
0.614
©.814
1.141
1.141
1.141
6.953
©.559
©.953
9.959
1.067
1.067
1.067

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO FIRGGENICO
NO PIROGENICO
NG FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGERICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO

53.

N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICG
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 FIRGGERICO
NO PIROGENICO
N0 FIRGGERICO
N0 PIROGENICO
NG FIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
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9.093
©.086
©.686
9.686
©.149
8.149
©.071

0.084
0.684

©.084
0.148
©.143
9.153
©.153
©.153
©.153

0.1559
0.189
0.189
0.189
0.249
0.245

8.333
©.305
0.305
9.305
0.52¢
9.520
9.328
8.323
0.326
©.323
@.328
9.323
©.475
9.475
0.475
9.474
©.474
0.474
@.321
.32
@.546
9.546
8.546
¢.546

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG FIROGERICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG FIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

54.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NGO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NGO FIRGGERICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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0.153
9.085
0.685
9.035
0.113

0.314
©.192
0.192
0.192
0.271

0.546
9.319
9.319
9.319
0.478

1.333
9.685
0.685
9.685
1.046

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

55.

NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO



56.

3. Solucidn Tipo C. Resultados
CLAVE LOTE ESTANDAR DE ENDOTOXINA LA CONEJ0S
S EN PICOGRANIS (ABSORBANCIAS)
NG 12 S8 200
c 0.063 ©0.184 0.3 0.721 N PIROGENICO  NO PIROGENICO
¢ 0.081 ©0.191 ©0.30 0.743 N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 0031 ©.191 ©.360 6.749 N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 0.051 ©.191 ©.340 0743 N0 PIROGENICO  NO PIRGGENICO
c 0.023 ©.122 0272 0.4% N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
¢ 0.023 0.122 ©.27Z 0.4% N0 PIROGENICO  NO PIRCGENICO
c 0.023 0.122 ©.272 0.43% N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 8 0.023 0.122 0272 0.4% o PIRGGENICO  NO PIROGENICO
c 9. 0.023 ©.122 ©272 0.4% N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 10 0.023 012 0272 0.4% N0 FIRGGENICO  NO PIROGENICO
c g 0.023 0.122 €272 0.4% N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
¢ 0023 0122 0272 0.4% WO PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 13 6.2 .12 0272 4% N PIROGENICO N0 PIROGENICO
c o 0.671 .19 0464 ©0.857 N PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 15 0.071 ©6.193 0454 ©.837 N PIROGENICO N0 PIROGENICO
c 16 0.671 ©0.199 0464 0.897 N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 17 0.671 ©.193 0454 ©.897 N0 PIROGENICO N0 PIROGENICO
c 18 0.671 ©.199 0464 0.897 MO PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 19 0.071 ©.199 6.464 0.897 N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 20 0.671 ©.199 0464 0.897 MO PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 21 0.071 ©0.199 0454 0.897 N0 PIROGENICO  NO PIROGENICO
c 2 0.081 ©0.191 ©.340 0.749 N PIROGENICO MO PIROGENICO
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47

43

@.631
0.071
6.071
0.071
0.071
8.071

[

.825
025
.828

026

o & & O & & O 9 o & & e o o &
b
~

@.191
9.199
0.198
9.199
9.199
0.199
0.190
9.191
0.151
9.151
©.219
0.213
0.219
8.215
©.170
©.23%6
0.236
0.235
0.236
¢.2{0
0.236
0.236
0.210
0.216
0.z10
0.210
0.210

©.340
0.464
©.464
©.464

®* & & & & & o O
[7x]
-
o

KEEEREEGR Z &

0.749
@.897
0.697
©.897
©.857
9.897
9.695
@.714
0.714
0.714
0.931
0.931
9.931
@.931

6.723

6.8%
8.83¢
.89
8.6%0
6.846
©.840
©.840
0.846
6.946
©.846
@.846
©.846

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

57.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIRGGENICO
N) PIROGENICO
WO PIROGERICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGERICO
NG PIROGENICO
N0 FIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIRGGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIRGGENICO
N0 PIROGENICO
N0 FIROGENICO
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St

52

s e & & & o o

0.072
0.972
9.072
0.072
9.075
9.075

&
&

101
.ol
181
101
10t
181
.19t
@.101
0.077
@.677
@.077
@.655
©.9855
0.055
©.055
©.955
@.055
0.955
'9.055

@.307
©.307
9.307
0.307
9.310
@.310
Q.49
6.2315
9.413
9.413
9_413
9.413
Q.413
9,413
@413
2 413
0. 405
0.409
©.403
9.339
9.393
0.339
9.393
@.333
@.393
0.393
9.393

6.701
0.701
0.701
0.701
0.643
0.649
0.717
0.714
0.861
0.601
6.801
0.801
6.901
0.801
0.801
0.501
6.743
0.748
8.745
0.765
0.753
0.763
0.783
0.783
0.733
0.763
0.783

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIRGGENICO
KO PIROGENICO
KO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROSENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
KO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

58.

N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
KO PIROGENICG
NG PIROGENICO
RO PIROSENICO
NG PIRGGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
#0 PIROGENICO
NG FIROBENICO
N0 PIROGENICO
NG FIROGERICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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101

102
103
104

9.955
0.093
0.033
9.093
0.033
0.093
9.093
©.093
0.054
0.934
8.089
©.055
0.035
©.853
8.105
0.105
e.1e5
©.105
©.105
0.105
0.087
©.087
9.087
0.087
0.837
©.69%
9.6%

192
192

0O
(73]

>
g 8

@.735
©.2338
.73%
©.235
0.189
0.155
©.185
9.135
0.185
0.202
0.202

0.393
0.366
0.366
@.366
0.366
0.366
0.366
©.356
0.310
¢.310
©0.326
©.326
0.326
0.326
0.4729
©.42%
©.420
©.429
0.420
0.420
0.430
0.439
6.430
0.439
0.430
9.392
0.392

0.783
9.773
0.773
9.773
0.773
9.773
0.773
e.773
9.715
0.715
@.863
©.863
9.563
9.863
0.789
0.78¢
-0.789
©.78%
0.760
©.759
0.812
8.812
0.812
@.812
0.812
9.712
6.712

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGGENICO
RO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

59.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGERNICO
RO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROBENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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Le)

165
106
107

163
109

125
124
125
126
127
128
129
130
131

©.0%
0.096
0.604
0.972
6.072
0.872
0.072
©.975
0.97%
©.875
@.975
©.975
0.075
©.975
8.952
¢.9852
8.957
@.037
0.687
6.037
0.105
@.105
0.105
9.068
0.060
0.060
9.073

0.202
9.202
9.195
9.254
0.254
9.254
0.254
©.179
8.175
6.179
@.179
9.179
©.179
8.173
9.189
¢.193
8.282
0.2062
0.202
9.202
6.236
0.233
0.236
0.183
0.189
0.189
@.200

0.392
9.392
0.319
9.395
9.395
©.395
0.395
0.321
9.321
9.321
8.321
0.321
0.321
©.32¢
@.341
@.341
©.430
0.430
©.430
0.43¢
0.420
9.429
0.420
0.328
©.323
9.323
9.355

0.712
9.712
6.718
9.761
0.761
0.761
0.761
9.754
©.754
0.754
0.754
©.754
0.754
@.754
@.714
©.713
©.812
@.812
9.812
9.812
0.760
©.730
0.780
0.831
9.831
0.831
0.834

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
K0 PIROGENICO
RO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
80 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

60.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICG
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
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147

157
158

0.111

©.095
@.035
©.095
©.995
@.095
6.095
6.095
©.035

©.189
8.189
©.189
9.189
©.189
9.189
8.239
6.233
0.239
©.235
©.239
©.233
0.234
©.233
©.195
0.191
6.191
6.191
6.191
0.227
@.227
©.227
©.227
9.227
0.227
9.227
0.227

0.328
©9.328
9.326
9.328
9.328
9.328
9.3%
9.3%
9.33%6
9.3%
©.39¢
6.3%
0.35%
9.39%
8.302
9.367
0.3¢7
9.307
9.307
9.453
0.453
9.453
©.453
9.453
0.453
9.453
9.453

©.831
0.831
©.831
0.831
@.831
0.831
©.865
@.865
0.8€5
©.855
@.865
©.855
9.865
@.865
9.884
@.767
0.767
Q.767
0.7¢67
@.974
0.974
©.974
©.974
©.974
0.974
©.974
0.974

NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
KO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO FIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO

61.

NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIRDGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGEENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG PIROGENICO



[ I « B o]

153
160
161
162

©.e35
©.051
0.951
9.051
0.067
©.067
©.067
112
112
112

0.227
0.180
©.180
9.186
0.184
8.184
@.184
@.212
6.212
9.212
@.z12
.21z
6.216

198

e & o & & e s & S S = © D
%

.208

0.453
9.335
0.33%
9.335
0.374
©.374
0.374
Q.44¢
9.44¢
©.440
0.44¢
©.446%
9.42%
©.3387
0.387
9.337
9.587
9.362
©.527
9.527
@.527
9.535
©.401
9.401
©.401
@.461
9.331

©8.974
9.706
0.706
©.706

1.682

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO FIROGENICO
NG FIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO FIROGENICO
RO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO

62.

NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICG
NG PIROGENICO
NG PIROGENICO
NG FIROGENICO
KO PIROGENICG
NG FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NG FIROGENICG
NO PIROGENICO
NO PIRCGGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIRCGGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROBENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NG PIROGENICO
NO PIROGENICO
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186
187

0.051
141
BT
A4
141
141
141
41

s> & & & & & 5 &

141
0.141
©.077
9.035
0.e51
8.091
9.0%1

0.203
9.291
0.291
0.291
0.291
9.291
©.251
0.291
9.251
0.291
©.216
©.227
0.200
9.268
@.208

0.391
0.615
0.615
0.615
0.615
9.615
8.615
@.615
©.615
@.615
©.4035
9.453
0.351
©.391
©.351

i.662

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICG
N PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
RO PIROGENICO
NO FIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 FIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICG

63.

NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
N0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIROGENICO
K0 PIROGENICO
NO PIROGENICO
NO PIRGGENICO
NO PIROGENICO



CAPITUILO Iv

DISCUSTION DE LOS RESULTADOS

Como ya se menciond en la parte experimental, los criterios
para la interpretacidn de resultados son los siguientes:

La
Ningin conejo debe pre

Interpretacidn de resultados en prueba por conejos.
prueba se realiza en tres conejos.

sentar un incremento de 0.6°C & m&s. La suma de incremen-—
tos de temperatura de los tres conejos,

debe ser menor de
o
1.4.

Si un conejo presenta un incremento de 0.6°C & m&as,
o dos conejos presentan un incremento de 0.4°C, se debe re
petir la prueba con cinco conejos.’
Interoretacidn de resultados en prueba por LAL. Todas las
muestras de prueba deben tener valores de absorbancia meno
res que los obtenidos en el est&ndar de 50 pg/ml. E1
medio de los wvalores del control negativo,
de 0.2 unidades de absorbancia.

pro-
debe ser menor
L.a diferencia entre absox
bancia del control negativo y la absorbancia del estandar
de 50 pg/ml debe ser de por lo menos de 0.2 unidades. De-
be haber un minimo de 0.2 unidades de absorbancia entre la

diferencia de absorbancia en el esté@ndar de 50 pg/ml y en
el estandar de 200 pg/ml.(37)

Discusidn

l1. En la grafica 1, se muestra la cantidad de pruebas reali-

zadas por mes haciendo diferencia en-las barras.de_ acuer-
do al tipo de producto farmac&utico. R



2.

65

En las gréaficas 2,3 y 4 se muestran en forma comparativa
mes a mes los lotes probados por ambas té&cnicas de las
soluciones A, B y C respectivamente, en las gue se puede
observar la coincidencia en el 100% de los resultados ob-
tenidos, lo gue valida indiscutiblemente la té&cnica de
LAL para evaluar pirSgenos en ciertos productos farmac&u-
ticos.

E1l promedlo de coef1c1entes de correlac16n llneal obtenl—

‘Correlacidn
b)

c) Pafa:Soiuc1o es:C:
Correlacidn = 0.9722

Mismas gue fueron obtenidas aplicando las f&rmulas esta-

disticas conocidas, en las cuales indican una muy buena

correlacidn lineal entre las diferentes concentraciones y

las unidades de absorbancia obtenidas para cada lote.
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NUMERO DE LOTES APROBADOS

WUMERO DE LOTES
APROBADOS NO
PIROGENICOS

.

10

10 10

—
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Lotes probados
por LAL
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CAPITULO V
RESUMEN

La evaluacién comparativa de mé4s de 600 lotes de producto
farmacéutico para valorar pirégenos por los métodos de de-
teccibén de pir6genos en conejos y 1la deteccibén de endotoxi-

- B
nas bacterianas por LAL, proporcionaron datos concluyentes

respecto a la validez y superlorldad de la técnica de LAL

sobre la tradicional técnlca

‘para este tipo de

productos farmacéuticos:
plearse  como prueba cu
la p051b111dad de val




CAPITULO VI

CONCLUSIONES

La prueba de deteccibfn de endotoxinas bacterianas por LAL ha

demostrado ser una magnifica alternativa a la prueba de de-

teccidn de pirbSgenos por conejos,

ya gue aungue no es de apli

cacidn universal en los productos parenterales y materias pri

mas agqui mencionadas,
por:

1.

resulta ser satisfactoria esencialmente

Ser md8s econdSmica, por la oportunldad de manejaruun mayor

nimero de muestras en el periodo de determ1nac1on compara—
do con la determlnac1on de pirSgenos en conejos;

'ademés,
del terrlble gasto gue representa el mantenlmlento de: un

bioterio, tanto en material y equipo como personal adles—

trado necesarlo para realizar la prueba en conejos.

Ser mé@s controlable, ya gque deprende mucho menos de facto-

res ambientales gue la determinacidn de pirdgenos en cone-—

jos; ademds, de no depender de factores de estres del ani-

mal gue impiden definitivamente gue el m&tocdo pueda serx

preciso ni ain bajo el mejor control de los pard@metros de
la prueba.

Ser ma@s sensible, por su propia naturaleza y tipo de equi-

po gque se utiliza para la determinaci&n de la misma.

Ser mAs versitil, ya gue debido a su cualidad de poder ser

cuantitativa o semicuantitativa,

seglin el grado de preci-
sién deseado,

puede emplearse como una herramienta de con-—
trol de proceso para valorar los niveles de endotoxina pre
sentes en los procedimientos de manufactura.
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CAPITULO VIII

L

APENDICE

DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

Material y Reactivos

l. Estufa (250°C)

2. Balanza analltlca con preclsxon d
3. Bafio de agua’ (37°C)” '

4. Centrifuga'(2}670“£§h.yﬁéxéiéﬁgﬂs;§hs
5. Espectrofotdmetro dé'fiujo\céhtiﬁub;
6. Vortex. ' .v.
7. Pipetas de 200 24 100 mlcrolltros.
8. Papel parafilm.

9. Papel aluminio.

10. Bomba de vacio.

11. Crondmetro.

12. Reloj de tiempo para centrifuga.
13. Pinzas despirogenizadas.

14. Pipetas estériles despirogenizadas de 0.1, 0.2 y 1.5 ml

15. Tubos de vidrio 12 x 12 cerrados despirogenizados RTU 7810.

16. Jeringas desechables de 1 ml despirogenizadas.
17. Matraces volumétricos de 100, 500 y 1,000 ml.
18. Matraces Erlenmeyer de 50, 100 y 125 ml.

19. Probetas de 100 ml graduadas.

Todo el material de vidrio excepto los tubos RTU, deben ser

enjuagados con agua destilada dos veces y despirogenizados a

250°C por 60 minutos. El material usado para la determina-—

cidn de proteinas no requiere despirogenizarse.
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Reactivos

1.

'afore con 1a soluc1on prep X

rado de 50 ml agregar 25 mlkde agu

Liofilizado de LAL, se mantiene a 2~-8°C.

Cada nuevo lote
debe ser validado con el lote anterior.

El liofilizado
se reconstituye con 3 ml de una solucibn recién preparada
de MgCl,.6H,0 al 0.5% (W/V).

CusSO, (W/V) al 0.5% en agua destilada despirogenizada.

Na,CO3 al 2% (W/V), KNaC4H406.4H20 al 0 02% (W/V) en NaOH
0.1N, desechar semanalmente.

Solucién de trabajo de Lowry. I
50 ml ad1c1one 1 ml de la solu

char el resto-,ﬁ

Solucidn de trabajo de Folln C ocal ‘En un matraz afo

-11ada desplrogenl

zada y aforar con el reactivo de es:fotoreactlvo),

mantener a temperatura aﬁbiéﬁgg ,kfobscurldad° prepa
rar diariamente.
NaOH 0.75 N.

Stock de proteina humana estdndar

(HSA) . E1 stock de HSA
mensual

reguiere una concentracidn de 0.8 g de HSA por
100 ml de agua destilada, mantener a 2-8°C. El stock

gquincenal se prepara con 1 ml del stock mensual y se afo-
ra con NaOH 0.75 N.

Diluir el est&ndar de trabajo guincenal 1:2
NaOH 0.75H para obtener 80 ug,
tivamente.

1:4 ¥y 1:8 con
40 ug vy 20 pg/0.2 ml respec
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€. Preparacibdn de la endotoxina est&ndar. La endotoxina es
reconstituida con 2 ml de agua despirogenizada,
bien y se deja reposar por 12 horas,
afora con agua destilada a 100 ml. La concentraci®fn aproxi

mada es de 5 a 10 ug/ml; endotoxina mensual.

se mezcla
se toma 1 ml y se

La endotoxina para uso semanal, se prepara con 1 ml de la

endotoxina mensual y se lleva a 500 ml con agua despiroge-

nizada, lo gue da una concentracidn de 0.01] a 0.05 ug/ml.

L.a curva estdndar de endotoxina se hace siempre gue se

lle
va a cabo la prueba, preparando concentraciones de 200 pg/ml,
50 pg/ml y 12 pg/ml. Como diluyente_Se\usa un lote de 1la
misma formulacidn quimica, queVsegeéﬁé]érObando y debe

‘es—
tar calificada para 1la prueba,déiLAn i

9. Control negativo. .. La solucidn usad reparar la cur-
va de endotoxina, se puede usar - cor 1 negativo..
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