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CAPITULO I 

INTRODUCCION 

Hoy como todos 1os días de este sig1o, se esta trabajando 

en 1as diferentes ~reas científicas para descubrir nuevos 
recursos y mejorar y optimizar 1as técnicas en uso. E1 con 

tro1 de ca1idad farmacéutico no es una excepci6n y 1os ha-

11azgos respecto a 1a ag1utinaci6n de amebocitos de Limu1us 

1isados (cé1u1as sanguíneas de este género de cangrejo) , b~ 

jo 1a presencia de endotoxinas bacterianas, que constituyen 

la principa1 causa de pir6genos, p1antea una a1ternativa a 

1a técnica de determinaci6n de pir6genos en conejos. 

Este trabajo tiene el prop6sito de dar a conocer a los es­

tudiantes y profesionistas de la Química Farmacéutica 1o 

que es LAL (Limu1us Amebocyte Lysate) , en 1a Industria Quí­

mico Farmacéutica de nuestros días, sus ventajas y desvent~ 

jas a1 ser comparado contra 1a determinaci6n de pir6genos 

en conejos, y finalmente dejar en la memoria de1 1ector 1a 

existencia y posibilidades de uso de esta técnica que consi 

dero un verdadero avance tecnol6gico. 



CAPITULO II 

INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA: ANTECEDENTES 

I. Genera1idades 

La pa1abra pir6geno proviene de 1as pa1abras griegas 

PYROS, que significa fuego y GENE que significa producir, 

engendrar; por 1o que e1 sentido 1itera1 es "productor 

de fuego". Este nombre se ha otorgado principa1mente a 

un grupo de sustancias que son producidas por microorga­

nismos y que provocan una alza en 1a temperatura corpó­

rea de1 organismo infectado o huésped. 

Las endotoxinas bacterianas en nive1es superiores a 1os 

100 pg presentes en so1uciones parentera1es, dan como re 

su1tado fiebre en pacientes a quienes se 1es administran. 

Es ob1igación de 1a industria farmacéutica que produce 

(ya sea fabricación o maqui1a) , e1 asegurarse que los 

productos parentera1es no sean pirogénicos y que los mé­

todos de laboratorio para detectarlos sean eficaces. Por 

más de 30 años se ha usado 1a prueba oficia1 (USP; FNEUM) 

de detección de pirógenos en conejos, siendo ésta, 1abo­

riosa, costosa y sujeta a 1a variabi1idad característica 

de todos los sistemas bio1ógicos comp1ejos. La prueba 

está basada en la consideración de que la dosis umbral 

de endotoxinas pirogénicas, para e1 hombre y el conejo 

son equiva1entes; Grisman y Hormick (1969) (l) informaron 

de 1a similitud de 1a respuesta a 1a dosis umbra1 de en­

dotoxinas, pero también señalaron que con niveles más al:_ 

tos de endotoxina 1a re1ación dosis-respuesta era consi­

derablemente mayor en e1 hombre< 1 >. 



La prueba LAL (Lisado de Arnebocitos de Límu1us), está des­

crita en la literatura como el m~todo m§.s sensible para d~ 

tectar endotoxinas bacterianas. El origen de la prueba es 

la coagulación sanguínea sufrida por el Límu1us po1yphemus 

(cangrejo herradura), cuando éste est§. sujeto a invasión 

bacteriana. 

NOTA: La prueba consiste en 1a combinación de 1a muestra prob1ema 
con e1 Lisado de Amebocitos, incubando a 37°C y verificando 1a 
evidencia de un coágu1o. Weary y Baker (1977)(24). demostra­
ron que 1a dosis mínima pirogénica en conejo era 10 m1/kg de 
peso de endotoxina estándar de E.e. suministrada en 1a vena mar 
gina1 de 1a oreja de1 conejo con'-una concentración de O~i rig1mT 
(100 pg/m1). , .. -. · 

Estos autores consideraron a~·o. 05 ng/m1 ó 50 pg/m1 de e~-d~·t-oxi­
na estándar de E. c. comó.·e1:.-crite'rio de "pasa" o "fá11a'.'· eri-é 1a' 
prueba de pirógenos poi:;·.·LA,L.;·'_ - -··· ~--:" 

·' -- .}~:_-~ .-""-:;~ 
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El primero en real.izar tra.bajo~sC>bre LAL fue el Dr. Frede 
rick Bang {1956 )( 2), quierí.° ;·6:EJ.~'{Li-¡~1~ente descubrió que las 

cé1u1as sanguíneas del. cél.:hcj:'i::-e'j'c:l'sufrían coagUlación al ser 

inyectado éste con bact~~fa.s~(;f:ii.n't negativas (BGN) , obser­
vando que la muerte era producida por tal coagulación, más 

que por una infección sistémica. Debido a la observación 

de este fenómeno, efectuó estudios separando las células 

sanguíneas del pl.asma y mezclándol.as con BGN, observando 

que solamente l.as cél.ulas sanguíneas (amebocitos) eran los 
responsables de la formac_ión de agregados. ( 2 ) 

II.Estudios realizados sobre el l.isado y forma de preparación 

actual 

El Lisado de Arnebocitos de Límul.us es un extracto acuoso 

de célul.as sanguíneas del. cangrejo Límul.us pol.yphemus (Le­

vin y Bang (1968) <3 >. En 1973 Solum(3) tuvo éxito en la 

purificación del coagul.ógeno del. lisado de Límulus, el. 

cual reportó tenía un peso mo1ecu1ar de_ 23, 100 + 900 urnas. 
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Esta proteína se sabe que participa en la formaci6n del gel 

inducido por BGN( 4 ). También se ha reportado que una pro­

teína 11amada coagu16geno< 4 >, fue altamente purificada de1 

1isado de amebocitos de1 cangrejo japonés (Tachyp1eus tri­

dentatus) en 1976< 3 >, por un método similar a1 usado para 

el lisado de Lírnulus Polyphemus; este material fue aislado 

de una banda única por electroforesis en gel analítico a 

pH 3.2 con SDS (dodecil-sulfato de sodio), tanto en ausen­

cia y presencia de 2-mercaptoetanol. El 90% fue de proteí­

na coagulable, obteniéndose cerca de 40 mg de ésta, a par­

tir de 10 ml del lisado de amebocitos. El coeficiente de 

sedimentación del coagu1ógeno purificado fue de 2.6 S y el 

peso molecular estimado fue de 15,300 urnas y de 19,500 urnas 

por análisis e1ectroforético en gel de acrilamida con SDS. 

Esta discrepancia aparentemente se debe a la movilidad dada 

por la naturaleza básica de la proteína en electroforesis. 

El punto iso~,léctrico de la proteína se presentó a un pH de 

10. O .:t O. 2. ,El coagulógeno consta de un total de. 215 aming_ 

ácidos y ·contiene altos niveles de aminoácidos básicos, los 

cuales constituyen un poco más del 16%. 

La extracción de la sangre del cangrejo se efectúa con una 

aguja de 13 x 18 mm, de la cavidad cardiaca, en la unión 

del dorso con el cefa1otorax< 5 >. 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 solución acuosa 

del NaC1 al 3% con N-etilmaleimida al 0.125%, se centrif~ 

ga en recipientes de plástico siliconizado durante 20 mi­

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

solución y el tercer lavado se hace con solución acuosa 

de NaC1 al 3% sin NEM. El paquete celular se resuspende 

en agua destilada en una proporción equivalente a cinco 
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veces el volumen del mismo, dejándolo reposar toda la no­

che a 5°C. 

Método modificado de Reinhold y Fine por Peter A. Wead y 

Jeffrey H. Hill (1972) <5 >·. Es igual al anterior hasta 

donde el paquete celular se resuspende en agua destilada 

en una proporción equivalente a cinco veces el volumen 

del mismo, pero tomando inmediatamente alicuotas de 150 

ml de la suspensión de amebocitos y sometiéndola poste­

riormente a ruptura de las células en un homogenizador 

adecuado y una velocidad de 40,000 rpm durante cinco min~ 

tos; se repite el procedimiento una vez más. Durante la 

homogenización el envase se sumerge continu~mente en agua 

fría. Este procedimiento termina con la ruptura de todas 

las células a juzgar por el microscopio, el homogenizad9 

se centrifuga a 1,500 rpm por diez minutos. Las células 

pueden congelarse en alicuotas de 10 ml cada una a -70°C. 

Método de Jorgensen y Smith (1973) <4 >. La sangre se reco 

lecta en tubos de centrífuga siliconizados conteniendo 

100 ml de solución de N-etilmaleimida al 0.125% y NaCl al 

3%, se centrifuga, el sobrenadante se descarta y las cél~ 

las se resuspenden en agua destilada libre de pirógenos y 

se mantienen a SºC con agitación. Por último, se centri­

fuga y el reactivo así preparado se puede almacenar por 

algunas semanas a SºC o también se puede liofilizar y cog 

gelar. 

Método a partir de Tachypleus tridentatus< 36 >. La sangre 

se recolecta y se deposita en recipientes de vidrio sili­

conizado conteniendo solución acuosa NaCl al 3% a .temper~ 

tura ambiente, las células se resuspenden en solución 

acuosa amortiguadora de Tris-HCl O.OS M en CaC12 0.002 M 

y NaCl 0.154_M a pH 7.2, la solución se congela y descon­

gela y se centrifuga a 2,500 rprn por 30 minutos. 
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Se ha demostrado experimentalmente que los preparados de 

amebocitos varían en su sensibilidad, dependiendo de las 

diferentes estaciones del año en que son recolectados los 

cangrejos, así como las diferentes 

de un año a otro. 
regiones e inclusive 

Woods Hole(4)_ En el verano de 1972, demostró que el pr~ 

parado de LAL gelificaba con 1 ng/ml de endotoxina y el 

preparado idénticamente en el verano siguiente no produjo 

gel ni con 5 ng/ml de la misma endotoxina. 

Sullivan y Watson (1974) <4 >. Demostraron la presenciá.· de 

un inhibidor de la gelificación y establecieron que'~~f~ 
podríaº ser extraído con cloroformo, eter etíli~o,' :t'~,~,f¡;i_· 

., -. __ . ;:. ,,·-.. ·-

cloruro ,decarbono,· tolueno y hexano siendo el más efect_i 

vo e'1 C:lorofc:Írrnb. Por otra parte, se incrementa la sens,i 

bilidad. deÚ ii.sfu:dó tratado con cationes divalentes corno 
por'e::í~rnplo:. Cci++, Mg++ y Mn++ en una concentración O.OS 

M en adición de NaCl 0.1 M que elimina la turbidez. 

El BOB (Bureau of Biologics) en 1977( 3 0). Introdujo un 

lisado corno estándar de referencia estableciendo la sens_i 

bilidad de cada lote de lisado comercial. También 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 publicación del FR de 1973< 29 >, así corno 

también en la publicación del citado documento en 1978( 31 >. 

III. 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 pirógenos de más importancia 
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en 1a industria farmac€utica. Están íntimamente asociadas 

con 1a membrana de 1a c€1u1a bacteriana y se encuentran co-

múnmente en e1 medio ambiente, ya que cuando 1as 

sufren auto1isis 1as endotoxinas son 1iberadas. 

bacterias 

Las endo-

toxinas sin purificar contienen proteínas, 1ípidos y carbo­

hidratos, y 1as endotoxinas puras son 1ipopo1isac&ridos 

(LPS). Las endotoxinas son compuestos estab1es a1 ca1or, 

que resisten a cic1os de esteri1izaci6n con vapor. Las end2 

toxinas son inactivadas por exposici6n a1 ca1or seco, cond~ 

cienes &cidas y condiciones a1ca1inas< 36 l. 

La endotoxina ais1ada de 1a membrana 

tres regiones químicas; 

A, 1a cua1 está en1azada 
do <36 l , que a su vez se 

cífica. 

a.1,4. 
Man 

de 1as BGN contiene 

C0 · 

Regi6n 1· -· · c~.:..,:R¿li6;'"Íi'f"..;.::_ ;c:_;_>Re~i~~ III 

donde: 

Man= Manosa 

Rha = Rhamnosa 

Gal = Ga1acto'sa 

Estructura de 1a Cadená O....;específica~en·e1cI..PS de. S. Newing­
ton<33l. 
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Recientes investigaciones han demostrado que toda la activ~ 

dad bio16gica de la endotoxina reside en la porci6n lípida 

de la misma. Esta porci6n lipídica (lípido A) de la endotox~ 
na es la responsable de la toxicidad(39) de las BGN, por 

otra parte, la cadena O específica es la responsable de los 

miles de serotipos existentes, mientras que el coraz6n o 

porci6n polisacárida es marcadamente uniforme en la mayoría 

de los diversos grupos de BGN. 

El lípido A está asociado con disacáridos de·glucosamina, 

los cuales son fácilmente sustituidos con enlaces amida y 

ésteres de ácidos grasos. El ácido graso, más comunmente 

enlazado, es el ácido 3-hidroximirístico (14 C) y se encueg 

tra unido al lípido en cuestión mediante un enlace arnido. 

El enlace éster de ácidos grasos tiende a ser más variable, 

incluyendo a ácidos corno capróico, laúrico, mirístico, pal­

rnítico y esteárico, siendo estos ácidos grasos saturados de 

cadena lineal. La remoción del enlace éster y de residuos 

de ácidos grasos, puede llevarse a cabo por tratamiento con 

una base diluída, lo cual disminuye la actividad biológica 

del lípido 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 lípido A hay enlaces gl~ 

cosídicos 1,6 que van del Carbono 1 (C 1 ) de una unidad al 

Carbono 6 (C 6 ) de la unidad adyacente, también tiene disac~ 

ridos unidos por enlaces fosfodiéster 1,4 entre el c 1 de 

una molécula y el c 4 de la molécula adyacente. 

Preparaciones de lípido A han inducido pirogenicidad, acti­

vación de complemento efecto adyuvante y B-linfocito mitog~ 
nicidad entre otros fenórnenos(33). 



CH-OP---.,_ .. 
1 

HC-NH- HM 
1 
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FAO-CH 
1 o 

cr-OFA 
1 

F6rmu1a general de Lípido A 

cr -.~~~~--. 
o CH 2----- O --- yH 

CH-NH-HM 
1 

(lCDO) 3o - c;:a 
CH-OP-----... 
a~'--------' CH2-0FA 

donde: 

M = 6cido mir1stico 
FA = 6cido graso 
OP = enlace de fosfato 

KDO = cetodesoxi~ct;,riato<39 > 

. ··-

Típicamente el. l.ípido A está enlazado a núcleos hete~~pÓlisa 
cáridos por medio del. cetodesoxioctonato (KDO) . Ei p~l.isa_:­
cárido actúa como un soluto acarreador de l.a porci6i;:::·~:i.~Í.di 

~:~d::c~::d:~:í:~:::s~~:=~=~íf~::s 0~~:::::::~d~: ::5i~~~~,!~C 
mina l.a especificidad del LPS; comúnmente el ant!i:~~'rici{'Q:.:.es­
pecífico puede contener didesoxiazúcares, aiti;i_n?q~·~Qdiit~~s> 
ácido ur6nico y o-metil. derivados de azúcares (J?~l"ltb~a.s, h~ 
xosas y aminohexosas) , estos aminoazúcares .. ¿~n l.a difereri-

" ciaci6n de los LPS. Esta secuencia única, e·~.·la responsa-

ble de l.a diversificación serol.6gica univt'i~~·~i encontrada 

en BGN, definida por Kauffman-White. Esta.~i8aracterística 
permite la identificación de al.rededor de .1,'0;00 s~rC>t¡pos. 
de Sal.monella sp. y aproximadamente 100. s~±;~:~1-°pos de:XE~coli, 
considerando únicamente l.os antígenos SQf(l~¿:i.8_;~ .<?~} ~ ·. · · . 

. - :·-: t-.-:·~?F~.;.;~\~~~~--~,,:~~7--_ c_ __ -_7é· _ 

•· <· , ·~,~ , 

Actual.mente existen cuatro endotoxinéis •ql.J.~í:;~-p~~den ser usa­

das como estándares y provienen de: Shig~{]::~;'. d:Í.senteriae, 

Escherichia coli 0113; H10: KO, Escihe~ic~i¡ coli OSS:BS 

y Sal.monel.la equi. 

Shige11a disenteriae: o. A1 Davis< 26 >en el Departamento de 

Investigaci6n Microbiológica de Boston, Inglaterra, en 1956, 

preparó una solución con al.ta potencia pirogénica a partir 

de Shigella disenteriae; esta preparación fue seleccionada 

porque había sido altamente purificada ~ caracterizada quí-
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micarnen~e; se extrajo con dietilenglicol y se someti6 a pu­

rificaci6n por precipitaci6n fraccionada con sulfato de amo 

nio. Los fosfolípidos se eliminaron con soluci6n ácida de 

eter-etanol y el complejo proteína polisacárido se separ6 

por centrifugaci6n, sedimentando entre 25,000 y 105,000 g. 

El material resultante contenía aproximadamente 4.5% de ni­

tr6geno y 0.8% de f6sforo y aparecía homogéneo cuando se s2 

metía a electroforesis y ultracentrifugaci6n. Esta prepara­

ci6n tiene un peso molecular de 1. O x 107 urnas una Ln50 de 

80 ng en ratones. En dosis de 1 µg de endotoxina produce 

en conejos aglutininas a S. disenteriae y cuando se les in~ 

yecta en dosis de 0.003 ~~~daus~ respuesta febri1< 2 6). 

El estándar se reé::::ibi6: en_ el in;t:itj.lcfo Nacional de Investi­

gaci6n Médica de Lon:dres, en ma.rzo ;;de 1957; siendo el pri­

mer estándar (ST) de endotoxina< 26 >: Posteriormente, se de 

rnostr6 que existía gran variabilidad en las cantidades de 

endotoxina requeridas para provocar fiebre en conejos< 26 >; 
Weary y colaboradores demostraron que se requirieron 3.28 ng 

de ST/kg de peso para producir un incremento de temperatura 

de 0.46°C. Adicionalmente Simon< 27 > encontr6 que se reque­

ría una dosis de 75 ng/kg para provocar fiebre en conejos. 

En 1981 Garratl y colaboradores demostraron que la respues­

ta pirogénica en pruebas realizadas con conejos, falla con 

2 ng/kg de peso usando este estándar. 

Escherichia coli 0113; HlO: KO, (E.e.) Rudback 

par6 un lote primario de E.e. usando el método 

(1976) pre­

de Westphal 

de extracci6n con fenol; este estándar cumplía los requeri-

mientas del BOB. Para la evaluaci6n de E.e. se tomó en 

cuenta Ln50 y la Actividad Mínima Pirogénica (MPA) , los re­

sultados indicaron una variación significativa no deseada, 

aún cuando en un estudio comparativo de E.e. con una endo­

toxina de Klebsiella realizando la prueba por LAL demostró 
que E.e. era seis veces más potente< 3 6)_ 
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Escherichia coli 055:B5: La endotoxina de esta bacteria es 

extraída por el método de Boivin (tricloroacético) o por ex­

tracci6n de Westphal y que comercialmente es utilizada por 

los laboratorios Difco de Detroit, Michigan. La HIMA (The 

Health Industry Manufacturers Associatons) seleccionó E. 

coli 055:B5 como estándar, después de un estudio comparativo 

en una sección cruzada de pruebas de pirógenos en conejos y 

LAL¡ el estudio concluyó con 95% de confianza a una concen­

tración de 98 pg/ml administrada a razón de 10 m1/kg de pe­

so¡ de esta forma, HIMA se vió forzada a establecer 0.1 ng 

de endotoxina como el estándar de referencia para compara­

ción de la prueba (ver Tabla 1 para la comparación q~ímica 
de E.e. y E. coli 055:B5)< 36 >. 

sa1mone11a ábortU:s equi: 
.. ·: -

. La endotoxina de "S:l:C';ab'ortils"~jdebe 

ser extraída usando el procedimiento Westphi:Í:~il.:(cbnº~.·fen6i..'.agua 
y reextraída con fenol, cloroformo . y ét~rtde;:~E;·E!{i;:6ieo~ Esta 

extracción se sujeta a electrodiálisi~ :p~f:~·\·~~irid~~r el mat~ 
rial catiónico y la acidez se neutra11z~iC:::<:).n$trieti1amina ¡ 
esta forma soluble de LPS se precipita·coI1cac12 , se centri 

fuga y se electrodializa una vez más, la. forma ácida resul­

tante se neutraliza con NaOH y se convierte en una sal uni­

forme. Esta sal es soluble en agua con~un coeficiente de 

sedimentación de 105 S, una vez purificada, es distribuida 

como Novo Pyrexal por Hermal Chemie, Kurt Hermann Hamburg, 

West Germany. La composición química se presenta en la Ta­

bla 2. Comparando la composición con E.e. y E.coli 055:B5 

en la Tabla 1, se observa que el Novo Pyrexal está más pur~ 

ficado que las dos preparaciones de E.coli. Es interesante 

hacer notar, que el contenido de ácidos grasos del lípido asQ 

ciado es marcadamente similar a E.coli 055:B5 y s. abortus 

equi. Este último contiene aproximadamente 20% más de lípido 

A asociado al ácido ~-3-hidroximirístico y debido a que éste 

es el responsable de la actividad biológica, se espera que el 
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Novo Pyrexa1 sea más activo que los tres estándares anterio 

res. En informaci6n reportada por Weary< 4 >, se indica qu; 

tanto en la prueba de LAL como en la de conejos, la activi­

dad se dá significativamente más pronunciada con el Novo PX 

rexal. Estos autores reportan que s_e requieren s61amente 

0.56 ng/kg para producir un resultado de "falla" en la pru~ 

ba de pir6genos en conejos. Ga1anos< 12 >report6 un incremen­

to de 1ºC con 1.0 ng de Novo Pyrexa1/kg. Galanos y colabor~ 

dores reportaron a s. abortus equi como el estándar de elec­
ción por 1as razones anteriores. (36) 

- - - --- - -

Tanto el cetodesoxioétanato (KDO) -~ · ios · tC:ar'l:>ohi'dratos tata-

:~::·~~ y~:=¡~!~i~~!,~f ~~it~~f~~,f~~~~1~~~~f~~]!~~0ta-
de ácidos· g:rasos· combinaa_os>con 'a.It11cJ.a.~·· son! -Sémejantes:'' {eri , 
E. coli 055 ii BS .. y f3ai~on~ii~7a'.l;;'o~t:u"f5~;,~~üi:?~- :·::{';¡- -.¿:}.' ~:'b.· '·· 

Y•' • ;;~ ·· •. •,·•c;(j~r_;,;.;J;,i;~:l'.~., .. , .';·:~ •. ·;:.,~·{¡~; '~ ';' : : /' > 
Dada la semaj anza en l.a composición, q'll.~rn·ic·a.·d~ ·E .c. y:'E ~coli 
055:B5, este último es un e~tál'1.d~~~P'~I~~/:{6•-'í_5~t¡,;ncia:i'~.;;y\7 E.c. 
puede considerarse como un e>Cceleri~~'~;/~'.f.'.irid~i- ~~cuncrci:i::i.::6·.•pa-
ra pruebas de rutina con LAL. 

:1;..::.",-···. ,:'·:·,'' 
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Composición química de E.coli OSS:BS, E.e. y S. abortus equi 

Hexosa 

Hexosamina 

Esteres 
grasos 

grasos 

Acidos 

Nitrógeno 

Fósforo 

Heptosa 

'E. coli OSS:BS 
Lote 665578 

(%) 

Salmonella 
abortus equi 

(%) 

6.8 

82.2, 

46.4 
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Composición Química de s. abortus equi 

Azúcar % Acidos grasos % 

D-Abecuosa 13.5 L&urico (C~l2) 2.2 

L-Ramnosa 15. 2 Mir!sti.co. 1.8 Sodio 

D-Manosa 

D-Heptosa 

D-Galactosa 

D-Glucosa 4.0 

Cetodesoxioctanato 6.8 

D-Glucosamina 82.2 
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IV. Estudios Bioquímicos de la Reacción LAL-LPS 

Levin y Bang< 4 > reportaron que el amebocito de Lim1.1lus CO.!!. 

tiene una proteína coagulable y sugirieron que la reacción 

LAL-LPS involucra una reacción enzimática y que a las célu­

las libres del plasma de Limulus les falta alguna sustancia 

que provoca un incremento en la velocidad de coagulación. 

El lisado de amebocitos presenta un espectro de absorción 

máxima a 270-275 nm, el cual desaparece después de la forro~ 

ción del coágulo. 

Young en 1972( 4 ), demostró que la reacción de lisado con 

LPS es enzimática~ Esté investigador fraccionó LAL por·. cr.e_ 

matografía en co1urnn;;l~d~.Sephadex G-50 y G-75, doride seob;;. 

tuvieron tres picos, dos de ellos después de la adición y 

recombinación con LPS dieron como resultado un gel. La 

fracción de alto peso molecular fue inactivada con calor y 

reactivada después del tratamiento con LPS, dando la forma­

ción de gel. La fracción termoestable de peso molecular i.!!_ 

termedio dió la formación de un gel al combinarse con LPS. 

El pico tres no se afecta en la reacción. La fracción de 

peso molecular a}_to_fue inhibida por diisopropil-floruro­

fosfato, p-cloro-mercuribenzoato y p-cl.oro-mercurifenilsul­

fato, lo que indica una dependencia con hidroxilserina y 

grupos sulfhidrilos de actividad enzimática. La reacción 

de las fracciones I y II con LPS fueron dependientes de la 
temperatura y el pH óptimo a 37ºC fue de 7_5(l). 

Un problema inherente al fraccionamiento de LAL en la técni 

ca convencional, es la química de la proteína que intervie­

ne en la coagulación espontánea.< 4 > 

Young en 1972 sugirió que más de dos proteínas de LAL están 

involucradas en la reacción. Una enzima activada por LPS 
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que reaccionaría con una proteína coagulable, la cual poli­

merizaría en el interior del gel; la enzima no activa, no 

había sido purificada ni caracterizada. Solum en 1973 puri­

fic6 y caracteriz6 parcialmente la proteína coagulable y el 

gel de proteína. La proteína coagulable o coagu16geno fue 

purificada por un proceso de acidificaci6n seguido de una 

cromatografía Sephadex G-75 usando ácido acético 1.7 M como 

eluyente. La acidificaci6n de LAL desnaturaliza la enzima 

y elimina la posibilidad de una coagulación espontánea du­

rante la cromatografía, este tratamiento no afecta la acti­

vidad de la proteína coaguláble~ 

El coágulo preparado con - LAL:.:LPS -fue purificado;. usandO gel 
de po1iacri1amida:~ci8Ci~c;:i.'isi:i:lí:ato de sodio <sosF~~' oi;;t-!:i[i€néio 
se un peso aproxi~~d.ci''':ci~<;f:r;ooo urnas para la: pr6t~S:D:~ 68agu 
lable y de 17, OOO;~üirié:t'~-,-;¡ra el gel de la proteína: - Esta -

~=r:~d:e::c~~i~~~i~fii~f ~~=~m: 1 a:::~a::';c:~·:::b~::e::~d::= 
presenta 1a•\fr'\lpt'U:i:;a.·tc1E:~- una porción de la cadena del poli-

péptido p~,j~~~~~~j#?:; .· 
Las tres ~di:S:tiritas5é-suoú.nidades de que constan los LPS, son: 

:'·:, ":-:: '-i{~-\f,~f}ft~'.~--~/:·~ . 7.}'.~~ .. , ... ~ ':\::.);:-·>~ . 

Regió~-i"¡ k-'-~Yf'·c:i~~;~-~~,~~a de unidades repetidas de trisacá­

--,,: __ J:-'ido!S -de secuencia única en cada bacteria en 

-- ' i¡ ~uperficie de la c€1u1a. 

,que está compuesta de distintos carbohidratos, 
incluyendo al cetodesoxioctanato, presente 
·sólo en bacterias Gram negativas. 

Región III, (Lípidos A), que se encuentra en todas las 

'bactE:!rias Gra.m·:ri~gati~as y es la responsable 

de ia·ge1:ificacil5n del LAL. 
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REGION I REGION II REGION III 

CORAZON LIPIDO A 
DEL LPS 

Mecanismo de coagu1ación de1 1isado 

Una enzima pro-coagulante contenida en e1 1i_sado, __ es activ~ 

da en presencia de la endotoxina y algunos catiol"les .c1iva1e!! 
tes como Mg++, ca++ y Mn-H-. Esta enzima una vez acti~B.da. -i~i­
cia una cascada de coagulación enzimática que actila.,~final­
mente sobre el coagulógeno (una proteína coagul~tll.-~-de 'bajo 

peso molecular, 

queño péptido. 

presente en el lisado) , para elirdf~~J:.-'uri p~ 
El coagulógeno y la proteína coagulada. se 

unen covalentemente por medio de un puente disul:fúro·,: para 
dar un gel proteináceo o coagulina. <4 0) 

Factor 

Endotoxiria 
.· ..... ::•.::· < 

~~ Factor B -- Factor B 
-:.,,·,- __ ,_ - .... 

. ~·:·.-.,;,' ~ 

Enzima proc:ioagu1ante Enzima coagulante .. .. 

~ 
Coagulógeno Coagulina 

donde: 

e es la forma activa de1 factor e 
B es la forma activa del factor B 

C es un polipéptido de dos cadenas, una pesada 
(80,000 urnas) y otra ligera (43,000 urnas) unidas 
por enlaces disulfuro 
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B es un polipéptido de 64,000 urnas compuesto de dos ca 
denas idénticas unidas por un enlace disulfuro 

v. Métodos de lectura de la prueba de LAL 

Inversi6n del tubo a 180°: Una vez que la mezcla endotoxi-

na-LAL es incubada a 37°C por una hora, el tubo se invier­

te y se considera positiva la prueba si se ha formado un 
gel firme<1, 34 , 3 6,B)_ Esta prueba se puede hacer semicuan­

titativa usando diferentes concentraciones de endotoxina e.§_ 

tándar, donde la dilución más alta en la que se presenta la 

formación del gel es la que determina la concentración del 

problema: 

CONCENTRACION DEL PROBLEMA CONCENTRACION DEL ESTANDAR 
POR FACTOR DE DILUCION 

Lectura turbidimétrica: Esta prueba se basa en el hecho de 

que un incremento en la concentración de endotoxina causa 

un incremento proporcional en la turbidez, debido a la pre­

cipitación de la proteína coagulable en el 1isado. Se debe 

correr una curva estándar 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/m1. 

La mezcla se lee a 360 nm con una celda de un centímetro y 

usando lámpara de tungsteno. Uno de los mayores problemas 

en este método, es que la variabilidad de lote a lote, se 

incrementa cuando el punto final se amplifica espectrofoto­
métricamente <4, 34 ,~6,B). 

Método colorimétro (Método de Lowry para cuantificación de 

proteínas): Este método ofrece todas las ventajas de una 

prueba cuantitativa de endotoxina en la que el incremento 

de concentración de endotoxina incrementa la cantidad de 
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proteína precipitada del lisado. La cantidad de proteína 

precipitada se determina usando la modificaci6n de Oyama e 

Eagle del análisis de proteínas d~ Lowry. Es necesario co­

rrer un control positivo y un control negativo y una curva 

de proteína para eliminar la posibilidad de alguna interfe­
rencia< 36•8•34 >. 

Método Nefelométrico: Actualmente se encuentra en investi-

gación, el método nefelométrico para detección de pir6genos 

en parenterales de gran volumen por LAL. En éste, se cuan­

tifica la concentración de proteína por la dispersión de la 

luz relativa y es más sensible y seguro que el método espes 

trofotométrico en el cual la concentración de endotoxina es 

leída por densidad óptica. El SDS se usa para terminar la 

reacción enzimática en el punto óptimo y asegurarse que las 

partículas precipitadas sean uniformes. La carboximetilce­

lulosa sódica (CMC), se adiciona como una suspensión estab~ 

lizadora. Este es un procedimiento rápido, ya que se puede 

realizar en una hora, y es muy sensible ya que sólamente se 

requieren de 50 µL de lisado. Pueden detectar hasta pico-
gramos de endotoxima presentando un coeficiente de varia­

ción de 8.6% a una concentración de 50 pg de endotoxirna/ml. 

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

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

mezclan 10 µL del lisado con igual volumen de muestra y e~ 

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

ben correrse simultáneamente un control positivo y un con­

trol negativo. Las muestras se preparan en placas con fon­

do negro y son fácilmente identificadas por la diferencia 
de viscosidad y turbidez(36,8). 
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Goto y Nakamura (1979) desarrol.l.aron l.a prueba en pl.aca 

con 20 µL del. l.isado. El. l.isado y l.as muestras se mez-

cl.an en una pl.aca de vidrio sil.iconizado que se cubre y 

se deja reposar a 37ºC por 30 minutos; cuando l.a mezcl.a 

se 

ra 

seca, forma una configuraci5n característica 
1). (36) 

o. . .. ,~~:)/: 
-· J?osfrivo - " -"'/: : - ~- ::_'.~,-= NEGATIVO. ~ 

•, .. , 

(ver fig~ 

e•·-. FigJ#a~i~i'I-tttf"-\>-·---·--_-. ~;:_· ' 

. :'.' >. " ··--·, - -~'"--º--":--:-··- . ,_ '•;\ ~~?': :;,:- .- ·.. : 
,,.'_~·/_-:·:'__ < .. ~ i : . ,. ·._, -~- .,.-~ --.:_ .. _'. :<.. .:~.,:·_:;· /"·[",'.~<; ~·-;'· .. _ 

otro f~vestiªadc5~-i japo~fi-~--- ~kugúch~-_.(f'9;~)~,<-~;2'r:;jq_Írt~~6~1s~ 
un método en ¡ni~-rc>piaéa usando 10 µL d.~i\i·tJ~~~d::,,;·.-~'ri,-~~~d~;,:~~ 

mara. de- cul.t{vo·l?;r~~3o minutos ade3b7rº,co•m·o<_fºe •• ~.~n.:o~pl.~é(_•_·•B~-P;~-Bl._})1:)1Py,~?e,el.ba 
se tiñe cori Uriéis; <3'otas de azul. ___ . __ ___ ._ _ _ _ 

punto final se_ di;!~~rm:Lna usando un mi6:rc;·~-~opio<de contra~ 
- _ .. _ .. ',· __ .,, "'-'• .. ,. . . •" -, ._,. --, ·-·· ,, - ., __ ._,., ·'· ,. 

te de fases. I;,r5 muestras formando un círcuio iiemo de 
:..:~-,e·. 

residuo de céiul._a_s constituyen un resul.tado negativo para 
'--·. '",'•'"'" 

endotoxina, ·m.i.eiitras qué un resul.tado positivo se recono-
- •. ·· ·=0~·:~;1,·;~_~-,· ;~ .. ;· , .'. 

ce cuando l.ác::IDuestra presenta semejanza a una nube (ver 

figura 2). -i.'.;i.'~;~rldotoxina puede ser detectada sól.amente a 

una conóep:tra~:Í.:ó~ de 10-3 µg/ml.. No es tan preciso y se­

guro cÓnío:o'tros métodos, pero sí es de muy bajo costo. 

0 
( - ) ( +) (+ +) 

Figura 2 
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F1owers (1979) <33 >, reportl5 un m€todo en placa modificado 

en el. que se uti1izan 10 µL de LAL. Un tubo de vidrio 

despirogenizado de 9 mm, el cual. ha sido sumergido en pa­

rafina, se co1oca en una placa de vidrio proporcionando 

una superficie en 1a cual. la reaccil5n se 11eva a cabo. El. 

-punto final. se 1ee co1ocando vertical.mente el tubo capi­

lar en el. centro de1 c~rcu1o y midiendo e1 flujo (hacia 

arriba) de la mezcla de reaccil5n dentro de1 capilar. Ya 

que el flujo es inversamente proporcional a l.a concentra­

ción de endotoxina, un flujo mínimo se considera reacción 

positiva. Una prueba positiva tendrá una elevación en el 

nivel del liquido de sólamente 4 mm: sin embargo, la rnúe~ 

de endotoxina indicar~ hasta 

e+> e-> 
c-:'cJ?fgu~a .,3 
- - ----o='-'-.·--o----¡-,--oo---O-

t''"" .,-,_ 

::Algunos investigadores japoneses 

d~tecci'ón .de pirógenos por método 

LAL, desarro11ando un método de lectura denominado sustr.e, 

to cromogénico. <36 ) La es:tructura del sustrato crornogéni-

-- .. -
Sustrato crornogénico: 

iniciar¿,n estud:i.b~ de de 

co es: 

© - GO - Lis - I.1-e ..,, Lis - Gl.u - G1y - Lis - Arg -<V-Noz 

. HCL 

donde: 

Lis 

Ile 

1isina 

isol.eucina 



Glu 

G1y 

Arg 

ac. glutlimico 

glicina 

arginina 
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El método tiene la ventaja de la especificidad de la endo­

toxina activada, que es la enzima procoagu1ab1e, la cual 

presenta una actividad de amidasa específida para el grupo 

carboxiterminal y residuos de Gly-Arg. Cuando esta secuen­

cia se conjuga con una sustancia cromogénica como la p-nitr~ 

ani1ida (pNA), esta se libera en proporción directa al in-

cremento en la cantidad de endotoxina. Ademlis, es posible 
medir la concentración de endotoxina midiendo la actividad 

amidasa como la liberación de un cromóforo. El sustrato 

crornogénico se mide por absorbancia a 405 nro. La prueba se 

realiza con 50 µL del 1isado. La relación cuantitativa en­

tre el logaritmo de 1a concentración de endotoxina'.y la. ac­

tividad amidasa puede observarse entre ·1.5 x10-:-~··Y:-5>x::Í:0-- 2 µg 
de endotoxina/ml. (36) ;·7'.: º' '~<~;-;-,;·r:f;':¿(:f:'•'·,i·> 

- .. ·- ' -- - •,- .-·~ ''.:::!\ú{~~,,~~~ ;/;> ,~··-':o::\~ú~?~.·~:, ,:·· ,·· ;•, ' 
VI. Estudios realizados sobre. -~~i:-~~ t;KtiJ5f~s 

de la pruebadeLAL 

a) Estudi.o~o:r~a1iz~do's para 1a. dete6ci'.6~\:de 'BG~ -e~ sangre. 

Se han dirigido críticas severas a la prueba de LAL para 

la detección de BGN en sangre, la crítica se debe a la 

falta de correlación entre el número de bacterias obten~ 

do en cultivos de sangre y las obtenidas con la prueba 

de LAL, en pacientes con bacteremia severa< 4 >, ya que en 

observaciones realizadas por Feldrnan y Pearson< 4 >, re­

portaron que sólamente dos de veintiocho pacientes die­

ron prueba de LAL positiva, cuando se les comprobó por 
hemocultivo bacteremia Gram negativa. <4 > Por otra parte, 

en experimentos realizados en el laboratorio de la Unive~ 
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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 i~ 
fecciones serias, se determinó endotoxina circulante pr~ 

sente por LAL en s61amente 2 de 39 pacientes y s61o en 

uno de los casos se estableció antes que el diagnóstico 

por hemocultivo. 

Aunque la prueba de LAL puede proveer resultados m&s rá­

pidos que los hemocultivos, la necesidad de determinacig_ 

nes seriadas para obtener resultados positivos .rea;;,:~~su 
valor diagnóstico. ( 14 ) '-.0':",--, --=~--.,·o-=~:_~~~~f-:i~~if?~~;\,;_;. 

Un análisis de endotoxi:xúi puede 

tico que de valo~ diágnóstico. 

que hay una mayor propb:Í:.;ión de 

~ \ .· ;: .. ~ ~; : 
'·;: ·,·'.:'.:o:;::(•f '·· ';º;'r:,-

'. _ . .,_-:: ~z:;:; -'..~ ¡:·:_ :~: ,:~:;:.~~:~~?Jt!;·;:~;'.~}~~{;_~~;~t-~: 
ser más deva_lo;i:~¡:ir,on('.55:-

:Levin en 1~7():;~'B'<?~f~'J ~ 
mortalidad en :Pác:ient~s 

con LAL positiv:o compará'C:ia con pacientes que ti.enen;lb~c­
teremia Gr.:l.in riega ti va. ¿C,'h_- él.us,encia de endotoxina:s·~·. <\ff 

La prueba .de LAL detecta la presencia de LPS en sangre, 

pero no provee la información de la fuente de éstos. Pue 

de darse un resultado falso positivo por una infección 

la cual decrezca la permeabilidad de la barrera del in­

testino permitiendo la entrada de LPS al torrente san-. 

guíneo y también es posible que la prueba de LAL produz­

ca un falso negativo en pacientes con bacterernia Gram n~ 

gativa por la presencia de un inhibidor en plasma y sue­

ro humano. 

Existen algunos métodos para la eliminación de este inh~ 

bidor, pero no son completamente efectivos. El Dr. Arbeiter 

en comunicación persona1< 4 > indicó que los núcleos de in 

hibidor varían grandemente entre individuos~ requiriéndo 

se a veces hasta tres extracciones con cloroformo. 
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Los resultados obtenidos con 1a prueba LAL depender§n de 

1a sensibi1idad de1 1isado usado y el número de bacterias 

presente en sangre. Algunos estudios sugieren que las 

BGN tienen aproximadamente 1x10-14 g de LPS por c~lu1a, 
mientras que e1 m~todo de LAL usado reporta que detecta 
de 10-2 a 10-13 g de LPS/ml,o sea, de 100 a 1,000 bacte­

rias/rol, por lo que si la sangre de1 paciente tiene pocas 

bacterias, se obtendrá un fa1so negativo. En realidad 

la prueba de LAL basándose en lo complementado por más 

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

por lo tanto, hasta el momento, la prueba no se debe usar 

para diagnóstico de bacteremia. <4 > 

b) Estudios realizados para 1a detecci5n debaC:teriuria. Gram 
,·'•:.: 

negativa. 

El a~·~{:Lsis de endotoxinas por Límul.us;,~~~ 
pos~~.f,~¿~~~.od~·<i~ra la rá'p{aéi de:!· ~dct~~¡{ír{a 
Gram.<negativa~ 

Se obtuvieron .:r:esultados .. cuantitativos, 1uego de per:mitir 
elr~p()S;<:)_d~l Lisado deAmebocitos de Límt1l.us con·lO di-

luciones de orinas sin tratar. Una curva estándar .. de~i_á_ 

actividad de LAL y conteo de células viables de E~6c>ii:y 
K. pneumoniae en orina demostraron que una reacci5~ positi­

va a LAL en di1ución de 1:100 ó 1:1000 indican una cuenta 

de co1onias de al menos 100,000 bacterias /ml. 

CUENTA DE COLONIAS DESPUES DE REACCION LAL ANTES Y DESPUES 
ORGANISMO ANTES DE LA ADICION ADICION DE DE LA ADICION DE GENTAMICINA 

DE GENTAMICINA GENTAMICINA SIN DILUIR 1:10 1:100 1:1000 

E.co1i 1.42 X 104 4 + + + + 
K.pneumoniae 1.20 X 104 o + + + + 

TABLA 3 
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La orina tratada con gentamicina no altera los resultados 

de LAL por lo que la no viabilidad de la bacteria no afe~ 

ta la detecci6n y cuantificaci6n del número de células 

presente (ver tabla 3). 

La cuantificaci6n experimental se confirm6 comparando la 

prueba de LAL con cuenta_ en placa en 209 muestras de ori­

na. La prueba de LAL detect6 92% de todas las muestras 

conteniendo más de 100,000 mocroorganismos/ml y 100% de 

orina, conteniendo más de diez bacterias Gram negativas/mi: 

Veinticinco muestras presentaron más de 100,000 microorg~ 

nismos/ml de orina, en éstas se incluyen doce aislamien­

tos de E. coli, cinco de K. pneurnoniae, dos especies de 

Proteus sp, una de Pseudomona sp, una de StaphylcícOcús 

aureus·y una de Candida albicans. La prueba de LAL no-pa­

rece detectar levaduras ni bacterias Gram positivas a con 

centraciones mayores de 103 células/rol. 

Dentro de las ventajas que se encuentran con el uso de la 

prueba de LAL para diagnosticar la bacteriuria Gram nega­

tiva, es que puede utilizarse en el diagn6stico de pacie~ 

tes con bacteriurias asintomáticas, no se alteran los re­

sultados por el uso de antibióticos y puede detectarse la 

presencia de bacterias anaerobias Grarn Negativas. Las 

desventajas de esta prueba, es que no detecta bacterias 

Gram positivas, ni levaduras y sólo un bajo porcentaje de 

infecciones del tracto urinario, son causadas por bacte-

rias Gram negativas. Además, no provee información rela­

tiva a la identificación del microorganismo o de la pre­

sencia de una mezcla de bacterias ni tampoco información 

sobre la susceptibilidad de las bacterias a los antibió­

ticos. 



27. 

c) Otras aplicaciones. 

Jorgensen y Smith demostraron el valor de la prueba LAL, 

detectando LPS en albGmina humana inyectable. Estos tra­

bajos describieron dos casos de septicemia, resultado del 

uso de una soluci6n intravenosa contaminada con Pseudomona 

aeruginosa. El uso de LAL permiti6 la rápida detecci6n 

de LPS en esta so1uci6n; la identificación del microorga­

nismo se estableció por métodos de cultivo. <4 > 

En adición a la aplicación médica, la prueba de LAL ha 

probado ser útil en investigación dental para la determi­

nación de niveles de endotoxina asociada con placas dent~ 

les y tejido gingiva1~ 4 ) Se estableción que en pacientes 

con enfermedad periodontal, existe una relación entre la 

cantidad de LPS detectado en muestras de exudado de la 

placa dental, saliva, tejido gingival y la severa inflam~ 

ción; los LPS son probablemente los responsables de la en 

fermedad, aunque no los únicos. 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 periodonta1.C6) 

En años 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 que las 

bacterias son las responsables de la mineralización de 

más del 50% de los organismos, tanto terrestres como acuá 

ticos. 

El método de LAL en conjunción con la técnica de determi­

nación de biomasa total, ha sido usado como índice de la 

contaminación en el medio acuático. <4 > 



CAPITULO III 

PARTE EXPERIMENTAL 

-----

DETERMINACION DE PIROGENOS CON LAL 

A. Obtenci6n de la muestra de prueba: 

Nota: Para prevenir contaminación por endotoxina bacteriat1a· • 
utilizarse técnicas asépticas. 

a) Soluciones TipóA~ · Se drena la cantidad";C,~r.~quér.ida en una 
probeta graduada, libre de piróge11:i:)'~{/' · ·· 

. ~~~~~~ªÍ'~~~if Jitafi?f i~5::{:;!~:::::·:u~: 
_·:: •' .::.·· 

b) Soluciones 

través del 

1atex. Se 

invierte. 

B. la prueba.- Se deben preparar: 

a) Tres controles negativos. 

b) Los siguientes controles positivos: 

Un tubo para 200 pg/m1 de estándar de endotoxina 

Tres tubos de 50 pg/m1 de estándar de endotoxina 

Un tubo de 12 pg/m1 de estándar de endotoxina 

C) Tubos de muestra: 

Agregar 0.1 m1 a cada tubo de 1a so1uci6n estándar y de 

muestra respectivamente. 

Trátese de la siguiente manera: 
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l. Si se necesita más de un vial, se debe hacer una mezcla. 

2. Agregar 0.1 ml del lisado a cada tubo, primero a los tu­

bos de control 

3. 

4. 

s. 

6. 

7. 

Tapar con papel parafilm y· mezclar suavemente sin que se _,.,,, ... 
·2!'.f:,,:;·'.;·-~ ' 

, . ~:k~' . -_D_;:_•_·: __ ~_~_c_,~·_ .. ·-·- -
: ·,;r;.~> '"' 

forme espuma. 

Dejar reposar los tubo~.r~h"t'.~~-,~6 maría a 37 ºC J?Or _una hora. 

Centrifugar por un míI"lIIii.g:~~~t;;:~L!az minutos. < : 
.;" _,_;r _:_,,,},',.).'~ - - •," -, - ,-

:~m::::u~~. sobreri~~:;~~~~~~~-; ___ ~-~--~-·_P_-_-_;~~~r_,~O: 'P.;~ ;,aGi:¿fi;i~~ ¡:;~">¡;ier 
_-_-_:_::._L ____ -__ -__ -~·~. - . . - - .-.,-.-,,-. -- .. ·-- ;t_·'. __ ·; __ -_-._:_~~.:~-:~~}- :. ·'.:·-'_.' ___ :~-_:_--_-·,, __ -e_-_·-.-_,,, __ - - ----- ---~--,'.-~ L;;_-i~·;; ~--'._:_i. };:J~;- .-._~·~.:;.. _ -~;7~··:: --"- _ 

Disolver .el coágulo -adÍciona'nd_ci-:'io>á mi·~de solué:::ión1: a6uo~a 
de Na OH O. 7 5 N (las 11lue st:C'as -~ú.~d:~I"l/ ser: gua:rda¿.i;~- 'J][;~~ 
tres hora~ en este paso) • 

8. Para la- _cuantificación, preparar dós blél,i:ico_sde .proteíI1a 

y la curva estándar de proteína (ver.'~r)_éindice en el Capí­
tulo VIII de este trabajo). 

9. Los blancos son tratados igual que ¡:~1-~uestras, pero de~ 
ben contener o. 2 ml de solución- ac~d:;;¡cÍ•:':&á.oH-0 ~75 N--enL1u..., 

gar del estándar de proteína. 
' ··: '"·'-' 

10. Dejar reposar durante diez minutos a temperatura ambiente. 

11. Adicionar 0.1 ml de reactivo de Fenol Fo1in lN. Mezclar 

por diez segundos, esperar aproximadamente diez segundos 

entre la adición del reactivo a cada tubo para evitar que 

transcurran más de 30 minutos de reposo al leer su absor-

bancia. Este punto es crítico, ya que el color decae de_§_ 

pués de treinta minutos. 

12. Dejar reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
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13. Medir 1a absorbancia a 660 nm en un espectrofot6metro 

adecuado. 

14. Ajustar e1 espectrofot6metro a cero con e1 b1anco de pro­

teína y 1eer 1as muestras siguiendo e1 orden en que fue 

adicionado e1 Feno1-Fo1ín. 

c. Registro de Resu1tados: 

D. 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

f) 

La prueba de LAL debe tener un.ahoja contro1 Forma Nº 1 

(que muestra 1os datos que.son~cr:iterio para 1a aproba­

ci6n), y una hoja de corfr·*~-fl~~~E~~,·~.~;-:_~·:(qtie muestra 1os 
resu1tados en absorbancia:: de· ·1ás-:::inuestras ·probadas) (ver 

.,~'. ',' ·:'.-.;~ •• ,•_,,~ •• ~, ,_,:ceo- ·~-,'/-:;::·¡"·; •, -- -··~,-·-.~ 

anexos) .>·;!'::.~·;~,Y 
_ _,_._ ':.·f. - ·.;,:..:· 

-. -.;"'··~_-.:_";". ~ 

Interpretación. de resuit~dÓ~ :>t' 
"' ._/,¡ :-" 

Todas las muestras debj~·; ~~~e~ v~i~i-es mE!hores que ;;:;:~l ob~ 
tenido para 50.pg/m1.--;-;Ji•. ·" ;;;.;~. ··:>·····.e: <:•::.:: .• ··· 

-<0~7-~§~:'-: <::·.: '.}:'.,":.:---: \'' .. · .. ·"d:'';·: __ , :,. --'- _->~\-~' 

E1 promedio de 1os va1ore~ ~~-1-±i~~~~i~i ·rii~~tlv6 'debe ser 

menor que o. 2 de absor~~Üéi'.a~<37J · ... 
- ~ .,,. '- ' .. 

Debe haber un mínimo ·de;\1.-;~nidades entre 1a diferencia 

de absorbancia del control negativo y el de 50 pg/ml. <37 > 

Debe haber un mínimo de 0.2 unidades entre 1a diferencia 

de absorbancia de 50 pg/ml y el de 200 pg/m1.< 37 ) 

Las muestras que tengan absorbancia igual o arriba de1 más 

bajo de los resultados obtenidos para 50 pg/rn1, deben ser 

probadas nuevamente por triplicado. 

Si en la repetición de 1a prueba e1 promedio es mayor o 

igual que el valor más bajo obtenido para 1a concentración· 

de 50 pg/ml, la misma muestra deberá ser probada en ocho 

conejos. En casos en los que la muestra sea muy pequeña 
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e insuficiente, se deben tomar al azar, unidades adicion~ 

les del lote. 

g) Si el promedio de los valores de la repetici6n de la pru~ 

ba es menor que la absorbancia obtenida del valor más ba­

jo dado por el estándar de endotoxina de 50 pg/m1, el pro 

dueto puede considerarse no pirogénico. 

h) La curva de albúmina usada corno estándar de proteína en 

la prueba de LAL, establece una diferenciaci6n colorimé­

trica progresiva entre las concentraciones, las cuales 

deben ser relativamente consistentes entre día y'día. Un 

cambio drástico representa un problema en el equipo o en 

los reactivos; debe detectarse la falla y efectuarse las 

correcciones necesarias. 

III. A. CALIFICACION DE LA PRUEBA DE LAL 

a) 
:: , n::::::~o p=~i:~n::h~:i:~=~b~~i~:dr::c::lS:~.~:~~~t:!~1¿: 
o de la reacci6n de Lowry. 

. ,•'.>.:··,. \ 

b) También es necesario hacer en todos los 1aJ::>oratorios, .. la 

ca1ificaci6n de cada nuevo producto que se va a introdu­

cir a la prueba de LAL. 

e) Para las soluciones que contengan la misma composici6I1 

química, pero diferentes medidas o recipientes, una sola 

calificación es suficiente. 

d) Si la solución requiere ser diluida para la prueba en co­

nejos, ésta debe ser diluida de la misma manera para la 

prueba de LAL. 

e) Los equipos que consten de componentes similares, deben 

ser agrupados siempre en categorías para su calificación. 
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f) Si el proceso de esterilización de equipo médico y mate­

rial de curaci6n cambia de 6xido de etileno a radiaciones 

gama, ~stos deben ser recalificados. 

A. Procedimiento. 

a) Preparaci6n de la endotoxina estándar. 

Prepare la curva estándar de endotoxina al inicio de la 

prueba con un lote de agua libre de pirógenos, previamen­

te calificada¡ en caso de equipos que han sido enjuagados 

con solución salina, preparar la curva con solución sali­

na, previamente calificada. 

b) Asimis~o, preparar: 

c) 

Un tubo que contenga 200 pg/ml. de.endotoxina estándar 

Tres tubos que contengan 50 p'g/mi de endotoxina estándar 

Un tubo que contenga 12 pg/ml'.di:;_;¿rid.otoxina estándar 

Tres tubos para control neg~itY?;~{;;; > 

(anexa). 

;: : . '· ', ; .. :·· '· \' ' .. -/:h;.!:C_,. ·, .,: •• ' . ~~ . . , - .· __ ' - ·-

B. Criterio de evaluación de~la~c:,p_;i:-JJ.eba de califiéaéión. 
·' .. ~;•:.-~-':.- ·.-,;· • .- , "7--=-=,·-----·----'----:-.-Ó',-o- -.-~·---'--'-·~ - • -;-'.'-e''- ---.,.-,- - ·---· - .. : ----

a) El promedio de absorbancias del control negativo, debe 
ser menor de o.2.C37) 

b) Debe haber más de 0.2 unidades de absorbancia de diferen­

cia entre el promedio del control negativo y el promedio 
del estándar de 50 pg/m1.C37) 

c) Debe haber más de 0.2 unidades de absorbancia entre el 
promedio del estándar de 50 pg/ml y el de 200 pg/ml.(3?) 

d) La curva estándar del agua o de la solución salina usada 

como control debe cumplir los criterios anteriores. 
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e) Para equipos médicos (equipos auxi1iares para la salud y 

materiales de curación). Compare 1a absorbancia promedio 

de1 estándar de 50 pg/ml de endotoxina para e1 control de 

agua o de solución salina y de1 agua o la solución obteni 

da del drenado del equipo médico, si es mayor de 0.1 uni­

dades, la prueba debe ser repetida. 

f) Para recipientes y equipos susceptibles de ser sumergidos. 

Debido a que en el enjuague es extraida 1a endotoxina de 

toda la superficie, el control negativo puede ser 0.2 uni 

dades más alto. 

III. B. MUESTRAS QUE DEBEN TRATARSE PARA EVITAR INHIBICION 

EN LA PRUEBA DE LAL 
- ·;::- .. --

::~ :~:::::i::0:::t~:h~~:~ó~~c::r~a::~:n:!~t%t~~~~-t~~~~~~tI=· 
tado falso negativo. En algunos productos'; €5.ta ·:inhib.i.éi6n 
puede evitarse tratando el producto ántes de la J?±l.:lé_J~'·:··' . 

Por ejemplo, las soluciones ácidas y básicas pueden;inhibir 
1a formación de-1 - ge 1 -en 1a prueba de LAL, por 10 que;" debe~­
aj ustar se el pH en el intervalo de 6.5-7.2. 

Otro ejemplo, 10 constituye la presencia de alguna sustancia 

anticoagulante, 10 cual hace necesario el tratar previamente 

1a muestra con un absorbente adecuado, corno puede ser el 

Caco3 • 
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FORMA 1 

SOLUCION DE PRUEBA CURVA ESTANDAR DE ENDOTOXINA (ABSORBANCIA) 
DESCRIPCION CLAVE LOTE 200 pg/m1 50 pg/m1 12 pg/ml Contro1 Negativo 

1 

1 

1 
2 
3 
Valor 
mínimo 

1 
2 
3 
Valor 
mínimo 

1 

CURVA ESTANDAR .DE ALB1ri1i~f...H~~f 

100 µg/m1 

200 lJg/m1 

400 \.lg/m1 

800 µg/m1 

LOTE DE REACTIVO LAL 

LOTE DE ALBUMINA HUMANA 

REALIZADO POR --------"-';._·:~_._.~_··. __ .. __ .••_•·_;_.:....;·::,_·····_. __ .. _, ·_.·,~··­
SUPERVISADO POR ---------------------

1 
2 
3 
Promedio 



REPORTE DE PRUEBA DE PIROGENOS CON LIMULUS 

LOTE Nº: 

CLAVE Nº: 

LOTE DE LISADO: ~- :~~ - ·. ______________ .....;.._ .. , .. 

. ·:.·.~:·,_·;·. ~'.:;:.~,<; SOLUCION PROBADA: 

PREPARACION ESPECIAL (si existe): 

CURVA ESTANDAR DE ENDOTOXINA 

ESPECIFICACION Nº: 

FECHA DE EDICION: 

·,--

·~-~>'."-:·:_·~,· - ·-~ ;'' 

200 pg/ml 

50 pg/ml 

12 pg/ml 

CONTROLES 

------------'··_• .. _:·;_'.·:_· ·-·"""··'.,.:·"""/.:;.:• --'--• é.,.:,, OBS~~VÁCI.C?NES.: :;~;;:•J.c' '<i>i' <•'' ·~;,';,.:.·;·• ,,. 
. -=:--.·- .:-'~' ~ :'.:'.-;.\~;;;: -.~'.'-_:_:~ !,ji;~~~-~-~:~:·1t,:~~:~i;f.~F'~;-<:~~;,:. ;; '.'; :Ó:~~~· :·; ~ ~-~'.:.o·~~c:,il:~!.:,'--;- ;~-~~~::Lff'<i ;· :. :o • 

-------------.. -•• ·;:,;;~.-:·é·•·.-•·:·'·'·'·"""'"·"·:::,·.···~· 
:.:.--'.:- ·-.- - e;-_,'.,;;-/;\- '4,.·,,;::\.,r· •. ··'.·.:o_ 

~:;,~-- · ... 

Número de carro . Muestra 

.: .:. 
.. . 

CRITERIO DE LIBERACION 

50 pg/ml 

NEGATIVO 

·.· ' 

.·.:.~~.·.;.'.~~!.~::-.··. . ' ' , 
·-·- -~-· "·.·.-:···" 

REALIZAD_O_P_O_R_:--------.~-.. -.'"-... -.~-... -... -. -.. -..,-:,.-:·,--

,, : ... ·. 

·. ,:,, 

FECHA:_ 

35. 

FORMA 2 

Falla 

--------------------
DISPOSICION 

REVISADO POR LIBERACIONES 

SUPERYI!>ION 

FECHA 
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FORMA 3 

CALIFICACION DE LA PRUEBA DE LISADO DE AMEBOCITOS DE J.IMULUS 

CLAVE DEL PRODUCTO 

LOTE DEL PRODUCTO 

LOTE DE H20 CONTROL 

LOTE DE LISÁDO 

LOTE DE ENDOTOXINA -----------{_,,,_:,_;_:_:_·:-:_.·-_.'_< 

CURVA ESTANDAR DE R 2o 

CURVA DE CALIFICACION 

SUERO DE ALBUMINA 

HUMANA pg/O. 2 ml 

20 

40 

80 

160 

PROBADO POR: 

REVISADO POR: 

SUPERVISADO POR: 

EQUIPOS 
. SOLAMENTE 

PROMEDIO -..; .. ~ -.. ' 

PROMEDIO DE 

DIFERENCIAS 

PROMEDIO 

50 pg/ml 

PROMEDIO 

50 pg/ml 

CONTROL NEGATIVO 

DE ABSORBANCIAS 

Control H2 o 
DE ABSORBANCIAS 

de Producto 

0.2 

0.2 

·º· 2 
0.2 

0.2 

0.2 

0.2 

0.2 

0.2 

0.2 

0.1 

Si no cumple lo anterior, falla la prueba. 
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III. C. RESULTADOS 

Cornparaci6n de resu1tados de 1as pruebas para detecci6n de pi­

r6genos (Conejos/Limu1us), rea1izados en Traveno1 México, du-

rante e1 afio 1982. 
l. Solución Tipo A. Resultados 

------------------- ---------------------
CLAVE LOTE ESTAt«>AR DE EtllOTOXINA 

EN PICOGRAl10S CABSORBANCIAS> 
tEG. 12 56 2t0 

------·---------------
A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

1 

2 

3, 

4 

s 
6 

7 

8 

9 

10 

11 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

····· 19 

20 

21 

22 

0 .040 e .179 e .417 e. 918 

0.0f.8 0.179 0.317 0.718 

0.061 0.191 0.314 0.73B 

0.(161 0.191 0.314 0.738 

0.049 0.193 0.417 0.968 

0.131 0.216 0.4~3 0.8.53 

0.131 0.216 0.4.3'3 0.8.S3 

0.131 0.216 0.4~3 0.8.53 

0.131 0.216 0.4:3'3 0.S.S:3 

0.146 0.173 0.S"28 0. 703 

0.127 0.22"3 0.479 0.974 

0.152 0.226 0.~39 0.960 

0.127 0.229 0.479 0.971 

0.127 0.229 0.479 0.971 

0.127 0.22"3 0.479 0.971 

0.127 0.229 0.479 0.971 

0.104 0.193 0.314 0.714 

0.140 0.229 0.375 0.870 

0.112 0.189 0.326 0.630 

0.063 0.185 0.339 0.698 

0.063 0.185 0.339 0.69'd 

cotEJOS 

-------------
NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

NO PIROGENIC:O NO PIROGENIC:O 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENIC:C> NO PIF.'OOENICO 

t~~ PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIF.'CIGENICO NO PIROfiENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROfiENICO NO PIRO€iENICO 

NO PIF.'OGENICO NO PIROOENICO 

NO PIROGENIC:O NO PlROGENlC:O 

NO PIROGENICO NO PIRO€iENICO 

NO PIROGENIC:O NO PIROfiENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIF.'OGENICO NO PIROfiENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO Plfi'OGENICO NO Plfi'OGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
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A 23 0.0$4 0.198 0.313 e.695 NO PIROGENJCO NO Plf«)GENJCO 
A 2.t 0.06( 0.193 0.318 0.620 NO PIROGENICO NO PIROGEHICO 
A 25 0.06( 0.193 0.318 e.620 NO PIROOiENICO NO PJROOENICO 
A 26 0.060 9.193 0.m 0.521 · NO PIR<Y.EtICO NO PIROOENICO 
A 27 0.967 0.17.t 0.3"9 0.619 NO PIROOENICO NO PIROGENJCO 
A 2S 0.092 0.193 0.300 0.692 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 29 0.058 0.193 0.3S7 0.799 NO PJROGENICO NO PIROOENICO 
A 30 0.102 0.206 0.415 0.832 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 31 0.102 0.198 0.359 0.$63 NO PIROOENI CO NO Pll\"OOENICO 
A 32 0.135 0.282 0 .48":-i 0.812 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 
A 33 0.134 0.2€;2 0.489 0.812 NO PIROGENIC:O NO PIROGENIC:C> 
'A 34 0.083 0.206 0.35·:-i 0.716 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 35 0.093 0.195 0.335 0.6S2 NO PIROGENIC:O NO PIROGENIC:O 
A 36 0.093 0.201 0.493 0.814 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 37 0.093 0.201 0.493 0.814 NO PIROGENICO NO Pil\'OGENIC:O 
A 33 0.1% 0 .189 0.355 0.701 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A S'9 0.100 0.189 0.35.S 0.701 NO PIROGENI CCI NO Pll\'OGENICO 
A 40 0.099 0.198 0.314 0. 72''3 Nü PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 41 0.049 0.lSS 0.337 0.715 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 42 0.001 0.189 0.362 0.784 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
A 43 0.081 0.189 0.362 0.7$4 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A "4 0.070 0.189 0.318 0.718 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
A '5 0.099 0.198 0.369 0.741 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
A 46 0.089 0.189 0.333 0.742 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 47 0.082 0.206 0.324 0.8.51 NO PIROGENICO NO PIROGENIC:O 
A "8 0.066 0.183 0.306 0.702 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A .t9 0.0'"~ 0.196 0.382 0.752 NO PIROGENICO NO PIROGENIC.-0 
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A .w 0.096 0.196 0.382 0.752 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A Sl e.en 0.189 0.•02 0.698 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A S2 e.ea1 0.195 0.325 0.7'5 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
A S3 0.091 e.us 0.374 0.831 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
A 5' 0.109 e.20.t 0.393 0.792 NO PIROGENICO NO PIROGEHlCO 
A SS e.ess 0.199 0 . .t10 0.728 NO PIROGENICO NO PIROOENICQ 
A S6 0.987 0.188 e .3:34 0.702 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 57 0.093 0.194 0.330 0.719 NO PIFi"OGEtHCO NO PIROOENI CO 
A sa 0.093 0.194 0.330 0.719 NO PIFi"OGENICO NO PIROGENICO 
A 59 0.021 (1.216 0.420 0.901 NO PIROGENIC:O NO PIROOENIC:O 
A 60. 0.000 0.198 0.319 0.810 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 61 0.073 0.19{1 0.309 0.7':12, NO PIROGENICO NO Plfi'(IGENICO 
A 62 0.07& 0.194 0.311 0.692 NO PlFi"OGENICO NO PIROGENICO 
A 63 0.110 0.236 0.482 0.91.t NO PIROGENIC:O NO PI RCJGENI CO 
A 64 0.094 0.1132 0.312 0.766 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 6S 0.079 0.189 0.~11 0.6.Bl NO PIROGENICO NO Plf\'(JGENICO 
A 66 0.094 0, 19"3 0.399 0.734 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 67 0.094 0.199 0.~-i9 0. 7~:4 NO PIFi'OGENICO NO PIFi"OOENICO 
A 68 0.100 0.193 0.343 0.730 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 69 0.079 0.181 0.306 0.699 NO PIROGENIC.XI NO PIROOENICO 
A 70 0.112 0.216 0.971 1.158 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 71 0.130 0.265 0.489 1.006 NO PIROGENIC.-0 NO PIROOENICO 
A 72 0.091 0.222 0.,91 0.997 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
A 73 0.073 0.185 0.339 0.921 NO PlROOENICO NO PIROOENJCO 
A 74 0.112 e.210 0 . .t71 1.158 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
A 75 0.966 0.195 9.31.t 0.912 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
A 76 9.060 0.188 0.314 6.901 ~ PlROOENICO NO PIROOENICO 
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2. Solución Tipo B. Resultados 

---------------- ------------------------------- -----. 
a.AVE LOTE •·· ESTAl'l>AR DE Ell>OTOXINA ..... LAI.. CONEJOS 

EN PICOGIWIOS <ABSORBANClAS) 
lE.G. 12 50 ~ 

:'- ... -·-.··:::,·:-.. · ------------------------------------- -----
B 0.119 e.w e.ses 1.074 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 0.119 0.229 0.505 1.074 NO PIROGENICO NO PlR()(EIICú 

B e.112 0.206 0.526 1.120 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

E; e.112 0.206 0.526 1.120 NO PlROGENICO N(1 P IROOENI C0 

E; 0.160 0.1% 0.412 0.914 NO PIROGENICO NO PIROSENICO 

E; 0.126 0.196 0.412 0.914 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 0.126 0.196 0.412 0.914 NO PIROGENICO NO Plf\'OGENICO 

B 8 0.07G 0.189 0.379 0.743 NO Pll\'OOENICO NO PIROGENICO 

B 9. 0.076 0.189 0.379 0,743 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
·-

10 0.076 - 0.743 NO PIROGENICO NO PIROOENICO B 0.189 0;379 

B 11 0.042 0.131 0.294 0.614 NO Pll\'OGENICO NO PIROGENICO 

B . ··· .. 12 0.042 0.131 0.2"34 0.G14 NO PIROOENI(:(l NO PIRQGENICO 

B 13 0.042 0.131 0.294 0.614 t~ Plf\'OOENICO NO PIROGENICO 

B 14 0.042 0.131 0.294 0.614 NI) Plí,"OGENICO NO PIRCIGENICO 

B 15 0.042 0.131 0.294 0.614 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 16 0.042 0.131 0.294 0.614 NO F'lROOENICQ NO Plf;.'OGENlCO 

B 17 0.136 0.230 0.514 1.128 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 18 0.136 0.?J0 e.su 1.12S NO P IROGENI CO NO f•IROGENICO 

8 19 0.136 0.230 0.514 1.128 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 
-· 

20 0.136 0.230 0.514 1.128 NO PIROOENICO NO PlR()(EllCO 

B 21 0.112 0.206 0.526 1.120 NO PIROGENICO NO f'IROGENICO 

B 22 0.137 0.219 0.513 1.141 NO PlROGENlCO NO PIROGDIICO 
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B 23 0.137 0.219 0.513 1.141 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 24 0.137 0.219 0.513 1.1'1 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 25 0.137 0.219 0.513 1.141 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
B 0.137 0.219 0.513 1.m NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B 0.137 0.219 0.513 1.Ul NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
B 0.137 0.219 0.513 1.141 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
B 0.093 0.189 0.311 0.695 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
B 0.093 0.189 0.311 0.695 NO PIROGENICC> Nü PIROGENICO 
B 0.093 0.189 0.311 0.695 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 0.093 0.189 0.311 0.695 NO Plf\"OGENICO NO PIROGENICO 
B 'o'-33•-- --- 0.093 0.189 0.311 0.695 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 34 0.033 0.189 0.311 0.695 NO PIROGENICO NO PIF\"OGENICO 
B 35 0.093 0. lS-3 0.311 0.695 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 36 0.124 0.196 0.331 0.~-:5 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 37 0.124 0.196 0. 3:31 0 .6.'35 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 38 0.124 0.196 0.331 0.635 NO PIROGENICO NO P 1F\'CIGEN1 CO 
B 39 0.124 0.196 0.331 0 .63.S NO Plf\"OGENICO NO PIROGEtHCO 
B 40 0.033 0.189 0.311 0.695 NO PIROGENIC:O NO Plf\"OGENICO 
B 41 0.093 0.189 0.311 0.695 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 42 0.093 0.189 0.311 0.695 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B 43 0.137 0.219 0.513 1.141 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
B 44 0.069 0.194 0.350 0.717 NO PlROGENICC> NO PIROOENICO 
B 45 0.069 0.194 0.:iS0 0.717 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 46 0.069 0.194 0.350 0.717 NO PIR(IGENICO NO PlROGENICO 
B 47 0.e69 0.194 0.:iS0 0.717 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
B .a 0.132 0.238 0.489 0.191 NO PIROOENICO NO PIROGENIC.'O 
B 49 0.132 0.233 0.489 1. 191 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 



42. 

B S0 e.132 0.238 0.'89 1.191 NO PIROGENICO NO PIRCl(DIICO 
B Sl 0.132 e.238 e.'89 1.191 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B S2 e.132 0.238 0.'89 1.191 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B S3 0.132 0.238 0.'89 l.191 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 
B S4 e.esa 0.196 0.3'0 0.961 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
B SS e.esa 0.196 0.3'0 0.961 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B S6 e.esa 0.196 0.3'0 0.%1 NO PIROOENICO NO Pll\'OGENICO 

. - -··· 

B ·· S7 0.113 0.248 0.395 1.352 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B SS 0.113 0.248 0.~'95 1.352 NO P 1 F.'OGENI C.-0 NO PIROGENICO 
B 59 0.113 0.248 0.395 1.352 NO PIROGENICO NO PIROGENICO ·- -'· ~ 

B 60 . 0.113 0.248 0.3% 1.352 NO PI l\""6ENI CO NO PI F.'OGEN I CO 
B 61 0.113 0.248 0.395 1.352 NO P IRfJGEN I CO NO PIROGENICO 
B 62 0.146 0.2"31 0.S39 1.129 NO PIROGENI C:O NO Pll\"OGENICO 
B 63 0.161 0 .4.SS 0.73"3 1.525 NO PIROGENICO NO PIROG8HCO 
B 6.4 0.161 0.455 0.739 1.525 NO P 11\'0GEN l C:O NO PI l\'OGEN l Cü 
B 65 0.161 0.4.s.s 0. 73"3 1.S25 NO PIF.'OGENICO NO PlROGENICO 
B 66 0.161 0.4.SS 0.739 1.525 NO PIROGENICO NO Pll\'OOENIC:O 
B 67 0.161 0.4.S.S 0.73"3 1.525 NO PIROGENICO NO PlROGENIC.-0 
B 68 0.125 0.2S'9 0.613 1.180 NO PIROGENIC:O NO PIROOENICO 
B 69 0.125 0.Z3"3 0.613 1.180 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 70 0.125 0.239 0.613 1.180 NO PIROGENICO NO Pll\'OGENIC:O 
B 71 0.140 0.199 0.3138 0.7.S2 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 
B 72 0.140 0.199 0.388 0.752 NO PIROOENICO NO P 11\'ClGENl CO 
8 73 0.140 0.199 0.383 0.752 NO PlROGENICO NO PlROGENICO 
B 74 0.140 0.199 0.38S 0.752 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 75 0.007 0.192 0.331 0.639 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 76 0.007 0.192 0.331 0.639 NO PIROGENICi> NO PIROGENICO 
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B 77 0.002 0. t96 0.•22 0.790 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

B 78 0.002 0.196 0.•22 0.790 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 79 0.002 0.196 e.•22 0.790 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B se 0.002 0.196 0.•22 0.790 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

B 81 0.002 0.196 0.•22 0.790 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B S2 0.002 0.196 e.•22 0.790 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 83 0.002 0.196 0.•22 0.790 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 84 0.082 0.196 0.422 0.790 NO PIROOENICO NO PIF\'CIGENI CO 

B SS 0.136 0.199 0.293 0.895 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 86 0.136 0.19'3 0.293 0.895 NO PIROOENICO N(1 PIROOENICO 

B . 87 0.136 0. 199 0.293 0.895 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 88 0.146 0.231 0. 5;.;"3 1.129 NO PIF\'OOENICO NO PIROGENICO 

B 6"'3 0.146 0. Z.31 0 .53"3 1. 12'3 NO PIROGEtHCO NO PIROGENICO 

B 90 0.077 0.198 0.340 0.814 NO PIROGENICO NO Pil\'OGENICO 

B 91 0.077 0 .19"d 0.340 0.814 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 92 0.077 0.198 0.340 0.414 NO Pil\'OGENICO NO PIROOENIC(l 

B .~9"3 0.102 0 .19"d 0.302 0.785 NO Pil\'OGENICO NO PIROGENICO 

B 94 0.102 0.198 0.302 0.785 NO Pil\"OG"ENICO NO PIROGENICO 

B 95 0.140 0.19"3 0.38B 0.752 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 96 0.073 0.213 0.421 0.813 NO Pil\'OOENICC1 NO PIROOENICO 

B 97 0.073 0.213 0.421 0.813 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 9a 0.073 0.213 0.421 0.813 NO PIROGENICO NO PIROGOIICO 

B 99 0.055 0.195 0.333 0.695 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

B 100 0.079 0.190 0.312 0.662 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 

B 101 0.079 0.190 0.312 0.662 NO PIROGENICO NO PIROGalICO 

B 102 0.119 0.202 0.410 0.714 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

B 103 0.119 0.202 0.410 0.714 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
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B 104 0.119 0.202 0 .. u0 0.7U NO f'IROGENICO NO PIROGEHICO 
B 1es e.ess 0.195 e.333 0.695 NO PIROGENICO NO PIROGEHICO 
B 106 e.ess e.t9S e.333 0.695 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
B 107 e.ess 0.195 0.333 0.695 NO PIROOENICO NO PIROGEHICO 
B ies e.ess 0.195 0.333 0.695 NO PIROOENI C.'O NO PIROGENICO 
B 199 e.ess e.195 0.333 0.695 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 110 e.ess 0.195 0.333 0.695 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
B 111 0.140 0.19'3 0.3138 0.752 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
B 112 0.079 0.193 0.313 0.758 NO PIROGENICO NO PI R"vtai I C:O 

B 113 0.064 0.182 0.342 0.691 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B -114 0.064 0.1S2 0.342 0.691 NO Prnooanco NO PIROOENICO 
B 1_15 0.064 0.182 0.342 0.691 NO PIROGENICO NO P IROGENI CO 
B .. __ ._-.· 116 .. __ 0:134 0.253 0.591 1.110 NO Pll\'OOENIC(l NO PI F.'OOENI C:O ,-.-

B -' 117 0.134 0.253 0.591 1.110 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
- :.< ;, ... ,_ 

B )18 0.134 0.253 0.591 1.110 NO PIF."OfiENICO NO PIF.'OOENICO 
B 119 0.122 0.242 0.499 1.120 NO P rROGENI CO NO PIROGENICO 
B 1~ 0:118 0.272 0.418 0.835 NO Pll\'OGENICO NO P l F.'OGEN I C:O 
B 121 0.079 0.19"3 0.313 0.758 NO PIROGENICO NO PIRif.:iENICO 
B 122 0.079 0.193 0.313 0.758 NO PIF."OGENI C:O NO PI l\'OOE)II CO 
B 12:3 0.079 0.193 0.313 0.758 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 124 0.140 e.~: 0.619 1.246 NO PI l\'OOENI C:O NO PI RCl6Di I CO 
B 125 0.U0 e.m 0.619 1.246 NO PIROGENICO NO PIROGENlCO 
B 126 0.140 0.338 0.619 1.246 NO PIROGENIC:O NO PIF.'OOENICO 
B 127 0.140 0.238 0.619 1.246 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 128 0.153 0.302 0.49'3 0.952 NO PI ROGEHI C:O NO PIROfalICO 
B 129 0.993 0.192 0.506 0.719 NO PIROGENICO NO PIROGENlCO 
B 130 0.0'"~ 0.192 0.506 e.119 NO PIROGENIC.'O NO PIROGENICO 
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B 131 0.093 0.192 9.506 0.719 NO PIROGENICO NO PIROGENICO B 132 6.093 0.192 0.506 0.719 NO PJROOENICO NO PJROOENJCO B 133 0.093 0.192 t.506 9.719 NO PIROOENICO NO PIROGENICO B 13' 0.179 t.'61 9.695 1.252 NO PIROOENICO NO PIROOENICO B 135 t.179 0.'61 t.695 1.252 NO PIROGENICO NO PIROGENICO B 136 0.179 t.'61 6.695 1.252 NO eIROOENICO NO PIROGENICO B .137 6.059 9.186 0.319 0.691 NO PIROGENICO NO PIROGEHICO B fas 0.059 0.186 9.319 0.691 NO PIROOENI CO NO PIROGENJCO B •fa-3 .. 0.059 0.186 0.319 0.691 NO PIROGENICO NO PIROGENICO - , ' -- ~·~:~.:::. ' 

B ·····u.e 0.059 0.126 0.319 0.691 NO Plfi'OOENICO NO PIROOENICO B 141 e.en 0.184 0.312 0.629 NO P IROGEN I CO NO PIROGENICO B 142 0.077 0.184 0.312 0.629 NO Pll\'OGENICO NO Plfi'(>GENJCO B 143 e.en 0.184 0.312 0 .62"3 NO Pifi"OGENICO NO PIROGENICO B 144 0.142 0.229 0.520 0.888 NO Plfi'OGENICO NO PI fi'(lfiEN I CO B 14.S 0.142 0.229 0.520 0.SSB NO PIROGENICO NO PIROGENICO B 146 0.142 0.22'3 0.520 0.~:8 NI) PIRüBENIC:Cl NO PIROGENIC:O B U7 0.142 0.299 0.520 0.SW NO PIROGENICO NO PIROOENICO B 1-'B 0.145 0.209 (U16 0.~ll NO Pil\'OOENIC:Q NO Pl Rl"IGEN I CO B 149 0.145 0.~3 0.416 0.001 NO PIROOENICO NO PIROOENICO B 150 0.145 0.209 0.416 0.001 NO PIROGENIC:o NO Pifi'OGENIC:O B 151 e.en 0.189 0.317 0.629 NO PIROOENICO NO PIROGENICO B 152 e.en 0.189 0.317 0.629 NO PIROOENICO NO PIROGENICO B 153 e.en 0.189 0.317 0.62"j NO PlROOENICO NO PIROGENICO B 154 0.0n 0.189 0.317 0.629 NO PIROOENICO NO PIROOENICO B 1SS e.'61 0.196 0.398 0.892 NO PlROGENICO NO PIROOENICO B 156 0.057 0.191 0.369 0.612 NO PIROGENICO NO PIROOENICO B 157 0.057 0.191 0.369 0.612 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
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B 1SS 0.057 0.191 0.369 0.612 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
B 15'9 0.057 0.191 0.369 0.612 NO PIROGENICO NO PIROGEHlCO 
B 160 0.057 0.191 0.369 0.612 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
B 161 0.057 0.191 0.369 0.614 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 162 0.057 0.196 0.298 0.81' NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
B 163 0.057 0.196 0.293 0.814 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
B 164 0.057 0.196 0.298 e.&14 NO PIROOENICO NO PIROOENI C.-0 

B 165 0.061 0.196 0.393 0.892 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B 166 0.026 0.191 0.331 0.688 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
B 167 0.026 0.191 0. 3:31 0.688 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 168 0.026 0.191 0.331 0.688 NO PIF.'OGENICO NO PIF.'OGENICO 
B 169 0.026 0.191 0. 3:31 0.688 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 170 0.150 0.283 0.546 1.254 NO PIF.'f./GENIC:O NO PIR(IGENICO 
6 171 0.150 0.283 0.546 1.254 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
B 172 0.158 0.374 0.498 1.000 NI) PIF.'OGENICO NO Pil\·(>fBHC:O 
6 173 ~usa 0.374 0.498 1.000 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
B 174 0.158 0.374 0.498 1.%"0 NO PIROGENIC:O NO Pil\'OOENIC:O 
6 175 0.1.SS 0.374 0.498 1.0FJ0 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 176 0.131 0.318 0.391 1.182 NO PIROGENIC:O NO PIR<>GENIC:O 
B 1n 0.131 0.31& 0.391 1.182 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
6 17& 0.050 0.257 0.362 0.699 NO PI ROGEN l C:O NO PI R(l!JEN l CO 
B 179 0.050 0.257 0.362 0 .69"3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 100 0.050 0.257 0.362 0.699 NO Pll\'OGENI C:O NO PIROOENICO 
B 181 0.050 0.257 0.362 0 .69"3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 182 0.050 0.257 0.362 0.699 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 183 0.050 0.257 0.362 0 .69'3 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
B 184 0.102 0.190 0.31B 0.728 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
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13 1SS 0.102 0.190 0.318 0.728 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 166 0.102 0.190 0.310 0.728 NO PlROGiENI CO NO PIROGENICO 
B 187 0.102 0.190 0.310 0.728 NO PIROGENICO NO PIROWUCO 
B 188 0.100 0.258 0.519 1.012 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B 189 0.108 e.is2 0.519 1.012 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 190 0.108 0.258 0.519 1.012 NO PIROGENICO NO PIROGEJUCO 
B 191 0.084 0.195 0.319 0.718 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 192 0.137 0.221 0.428 0.810 NO Plh'OGENI CO NO PIROGENICO 
B 19"3 0.137 0.221 0.428 0.1310 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 194. 0.181 0.459 0.785 1.586 NO PIF\'CIGENIC:O NO PIROGENICO 
B 195·· 0.~ 0.241 0.526 0.77'3 NO PIROGENICO NO PIROG8UCO 
B 196, 0.181 0.459 0.785 1.586 NO Pll\'OGENlCO NO PIRCIGENlCO 
B 1.97 .. 0.090 0.241 0.326 0. 78'3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 19S .. 0.156 0.m 0.519 0.928 NO Plh'OGENICO NO F'lR(IGENICO 
B 199 0.156 0.284 0.51'3 0. na NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 200 0.156 0.2'64 0.519 0.9za NO F'IHOGENICO NO Pll\'OGENICO 
B 201 0. 1.S6 0.2M 0 . .S19 0. 92'a NO PIR0Gc.'1HCO NO PIROGENICO 
B 202 0.070 0.184 0.305 0.688 NO PIROOENICO NO Pll\~ICO 
B 203 0.070 0.184 0.305 0.683 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 204 0.070 0.184 0.305 0.6.C..=3 NO PIROOENICO NO PlROGBlICO 
B 2&5 0.136 0.231 0.4.SS 0.841 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 206 0.136 0.231 0.45.S 0.841 NO PIHOGEtm.-o NO Pil\'OGEHICO 
B 207 0.136 0.231 0.455 0.1341 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 200 0.136 0.231 0.455 0.841 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 209 0.110 0.1913 0.42'6 e.895 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 210 0.110 0.198 0.42S 0.095 NO PIROGENIC:O NO PIRO!aICO 
B 211 0.110 0.193 0.428 0.895 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
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B 212 0.110 0.198 0.,2S 0.BSS NO PlROGENICO NO PlROGENICO 
B 213 e.110 0.198 0.•28 0.895 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 21' 0.110 0.198 0.•2S 0.895 NO PJROGENICO NO PJROGENlCO 
B 215 e.110 0.198 e.•28 0.895 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 216 e.110 0.198 0.l2S 0.895 NO PIROGENJCO NO PJROGENICO 
B 217 0.110 e.193 &.l2S 0.895 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 
B 21B 0.110 0.198 0.l2S 0.895 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 219 0.110 0.193 0.•za 0.895 NO PIROGENICO NO PIROGENICO -- - -

B m 0.110 0.198 0.428 0.895 NO PJROOENICO NO PI ROGEtfü'() 
-- ::··:~' .-~ ~ 

B 22L 0.000 0.1B2 0.305 0.6% NO PI!\'OGENICO NO PIROGENICO 
B .ííz, 0.080 0.182 0.305 0.698 NO Plh'OOENICü NO PIROGENIC:O 

. ' 
B 223. 0.000 0.1B2 0.305 0.6% NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B •224 0.000 0.182 0.305 0.698 NO Plh'OOENIC(l NO PIROGENIC:O 

;e-', 

B '225 0.092 0.198 0.42'(¡ 0.931 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 

-:~ 
0.092 0.198 0.428 0.931 NO PIROGE:NICO NO Pil\'(lfiENICO 

B 22.7 0.092 0.198 0 _4¡'€; 0.931 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B --m 0.092 0.198 0.428 0.931 NO PI!\'OGENICO NO PIROGENIC:O 
B 229 0.092 0.1S'd 0.42"a 0.931 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 221 0.092 0.198 0.42S 0.931 NO PlROGENlCO NO PlRCIGENICO 
B 222 0.092 0.198 0.42"a 0.931 NO PIROGENICO NO PIROGEtHCO 
B 223 0.092 0.198 0.42S 0.931 NO PIROGENlCO NO PlROGENICó 
B 224 0.092 0.185 0.31'CI 0.758 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 225 0. ern 0.185 0.318 0.758 NO PIROGENIC(1 NO PIROGENIC:O 
B 226 0.092 0.185 0.318 0.758 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 227 0.092 0.185 0.31B 0.758 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 228 0.092 e.tas 0.318 0.753 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 229 0.092 e.185 0.318 0.753 NO PlROOENICO NO PIROGENICO 
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e ne 0.092 0.185 0.318 0.753 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 231 e.092 8.185 0.318 0.758 NO PIROGENIC.Xl NO PIROOENICO 
e 232 9.09S 9.198 0.422 9.703 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B 233 0.09S 0.19$ 0.422 0.703 NO PIROGENICO NO PlROOENICO 
B 234 0.09S 0.198 0.422 e.103 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 23S 0.121 0.202 0.429 0.87S NO PlROOENJ t."O NO PIROGENICO 
B 236 0.121 0.202 0.429 0.875 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
B 237 0.121 0.202 0.429 0.875 NO PIROGENICO NO Plf\"OGENICO 
B 238 0.121 0.202 0.429 0.875 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 239. 0.121 0.202 0.429 0.875 NO Pil\'C>GENICO NO Pil\"OOENICQ 
B . 240 0.121 0.202 0.42"3 0.875 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 241 0.115 0.266 0. 49"2 1.009 NO Plf;;(l(¡ENI C(l NO PIRC>GENIC:ü 
B 242 0.115 0.266 0.492 1.009 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 243 0.115 0.2f.6 0.492 l.009 NO PI Fi"OGEN 1(:() NO PIROOENitü 
B 244 0.004 0.196 0.315 0.735 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 24S 0.034 0.196 0.315 0.735 NO Pil\'OGENIC:ü NO PIROOENICO 
s 246 0.084 0.196 0.315 0.735 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 247 0.124 0.279 0.534 0. 9:-15 NO PIFi"OGENICO NO PIROOENHXJ 
B 248 0.124 0.27"3 0.534 0.93.5 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 249 0.078 0c19S 0.3.54 0.7$5 NO PIROGENIC"<1 NO PI RCIGENI CO 
B 250 0.079 0.185 0.319 0.752 NO PIROGENICO NO PIROGEtUCO 
B 251 0.173 0.256 0.369 0.$57 NO PIFi"OOENICO NO PI ROOOII C:O 
B 252 0.173 0.256 0.369 0.857 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 2S3 0.173 0.256 0.369 0.$57 NO PIROGENiro NO PIROGENICO 
B 254 0.t6e 0.255 0.541 e.m NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
8 2SS 0.160 0.25.5 0.541 0.m NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B 256 0.128 0.271 0.581 1.00-3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 



50. 

B 257 0.128 0.271 0.581 1.e09 NO PIROGENIC(l NO PIROGENICO 

B 258 0.128 0.271 0.581 l.009 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

B 259 0.128 0.271 0.581 1.009 NO PIROOENICO NO PIROGDllCO 

B 26é 0.128 0.271 0.581 1.009 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 

B 261 0.128 0.271 0.581 1.e09 NO PIROGENICO NO PIROGDllCO 

B 262 0.123 0.271 0.581 l.009 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

B 263 0.U9 0.235 0.491 0.874 NO Pil\"OGENICO NO PIROGDllC"O 

B 264 0.149 0.235 0.491 0.874 NO PIROGENICO NO PIROGENIC"O 

B ~26§ 0.149 0.23.S 0.491 0.874 NO Pll\'OOENICO NO PIROGENIC:O 

B 0.263 0.502 l.00'3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 0.234 0.33S 1.067 NO Pll\'OOENICO NO Pll\'CJGENIC:I) 

B 0.263 0.502 l.00'3 NO PIROGENICO NO P IROGEN I CO 

B 0.263 0.502 1.00-3 NO PIF<Vf.:iENICO NO PIROGENICO 

B 0.263 0.502 l.009 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 271 0.061 0.189 0.S"27 0.7% NO PIF<vGENICO NO Pil\'CIGENIC:O 

B 272 0.061 0.189 0.327 0.795 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 273 0.061 0.189 0.327 0.795 NO PIROGENICO NO PIROGENIC:O 

B . 274 0.146 0.286 0 . .S.34 1.180 NO Pll\'OGENICO NO PIROGENICO 

B 275 0.1.46 0.28E. 0.534 1.100 NO PIROGENICO NO Plr<vGENICO 

B 276. 0.146 0.2S.S 0 . .S.34 1.180 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 

B 2n 0.146 0.286 0.534 1.1$0 NO PIROOENICO NO PIROGENIC:O 

B 278 0.138 0.20'3 0.'83 0.925 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 279 0.138 0.209 0.488 0.925 NO Pll\'OOENICO NO Pll\'CIGENICO 

B 200 0.138 0.209 0 . .488 0.925 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

B 231 0.173 0.272 0.512 1.002 NO PIR"\JGENICO NO PIROGENICO 

B 282 0.173 0.272 0.512 l.002 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 233 0.173 0.272 0.512 1.e.02 NO PIROGENICO NO PIRCIGENICO 



B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

B 

2S4 

285 

286 

287 

288 

289 

290 

291 

292 

293 

. "z94 ·. 
295 

E296. 

131. 

· .. 293 

304 

305 

306 

307 

308 

309 

310 

0.13'9 0.218 0.'85 0.982 

0.13'9 0.218 0.485 0.982 

0.139 0.218 0.'85 0.982 

0.168 0.235 0.5'1 0.928 

0.168 0.235 0.5'1 0.928 

0.15' 0.216 0.'88 0.992 

0.061 0.189 0.306 0.812 

0.028 0.193 0.339 0.932 

0.028 0.1S3 0.339 0.932 

0.028 0.193 0.K-19 0.%'2 

0.028 0.1S3 0.3:$3 0.932 

0.061 0.139 0.327 0.795 

0.061 0.113"3 0.327 0.795 

0.093 0.210 0.427 0.888 

0.093 0.210 0.427 0.SBB 

0.174 0.301 0.661 1.3'94 

0.174 0.301 0.661 1.394 

0.174 0.:.;e1 0.661 1.3'94 

0.174 0.301 0.661 1.394 

0.148 0.2:.¡S 0.520 1.13'9 

0 .148 0.235 0.520 1.13"3 

0.148 0.2'".:IS 0.520 1.13'9 

0. 148 0. 234 0.520 1.13"3 

0.148 0.235 0. 520 1.13'9 

0.003 0.198 0.353 0.862 

0.003 0.198 0.353 0.862 

0.083 0.198 0.353 0.S62 

51. 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIR06EN1CO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PlROGallCO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENlCO NO PlROGENlCO 

NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PlROGENICO 

NO PIROGENICO Nü PIROOENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENIC(l NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO Pll\'(IGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO Plf\'OGENlC(1 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENIC:O NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PlROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO Pil\"OGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

NO PIROOENICO NO PIROGENICO 



52. 

El 311 0.078 0.193 0.339 0.932 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B 312 e.e78 &.193 9.339 e.m NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 313 e.e78 e.193 0.339 0.932 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 314 &.089 0.198 &.328 e.aes NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 31S 0.089 0.198 0.328 0.805 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 316 0.089 0.198 0.328 0.805 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 317 0.&62 0.189 0.321 0.&15 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 318 0.08'3 0.189 0.416 0.7"33 NO PIROGENICO NO PIROGENICO -
B 319 0.0o"9 0.189 0.416 0.7"33 NO PIRC>GENICO NO PIROOENICO 
B ·'' .. ~<··, 

0.093 0.18"3 0.3:33 0. 76:3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO '.~-~ \}.~~::-:-_ ·-~~ 
B .... "·'321 0.093 0.lS9 0.3:<; 0. 76-'3 NO Pll\'OGENICO Nü PIROGt:NlCO 
B 3"22 0.085 0.192 0.319 0.685 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
B ....,..,.. 

0.07( 0.188 0.329 0.676 NO PlRiftiENICO NO PIROOENICO 
~L~ 

B 324 0.074 0.18$ 0.32"3 0.676 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B 325 0.074 0.138 0.329 0.676 NO f'IF:OGENICO NO PIROGENICO 
B 326 0.081 0.18S 0.426 0.839 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 327. 0.001 0.18.s 0.426 0.~:9 NO PlROGENlCO NO PIROGENICO 
B s-.ca 0.001 0.1135 0.426 0.839 NO PIROGENICO NO PIROGENI CO 
B m 0.001 0.18.S 0.426 0.f(-:9 NO Pil\"OOENIC:C1 NO PIROOENICO 
B 330 0.001 0.18.S 0.426 0.839 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 331 0.162 0.21' 0.452 0.920 NO PIROGENICO NO Pil\'OOENICO 
B 332 0.162 0.214 0.452 0.920 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
B 333 0.063 0.1SS 0.3:33 0.726 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 334 9.063 0.1ss 0.3:33 0.726 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
B 335 0.112 0.212 0.412 1.009 NO Pil\'OfaICO NO PIROGEHICO 
B 336 0.112 0.212 'U12 1.00'.3 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
B ~7 0.112 0.212 0.412 1.009 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 



53. 

B 33S 0.056 0.199 0.3'38 0.795 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

B 339 0.056 0.199 0.398 0.795 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 3'0 0.0S6 0.199 0.398 0.795 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 3'1 0.056 0.199 0.398 0.795 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

B 3'2 0.056 0.199 0.398 0.795 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 3'3 0.056 0.199 0.398 0.795 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 344 e.0s6 0.199 0.398 0.795 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 345 0.091 0.18'9 ., 0.312 0.653 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

8 e;~· 0.091 0.091 0.312 0.653 NO PIF.'OGENICO NO PIROGENICO 
- ,- --

B :347 0.091 0. 18'9 0.312 0.653 NO PIROGENIC:O NO PIF.'OOENICO 

8 ' 343. 0.091 0. lS-3 
" 

0.312 0.653 NO P IRt)GEN I CO NO PIROGENICO 
-'" ~:--~~~:•'_ 

B ;348 0.048 0.199 0.328 0.814 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

B 349 0.067 0.212 0 .450 0.96:3 NO PIF."OG8HCO NO PIROGENICO 

B 3S0 0.067 0.212 0. '-.t;I) 0.963 NO PIROGENICO NO PIROGEtHCO 

8 351 0.067 0.212 0.450 0.962 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 352 0.048 0.199 0.~'28 0.814 NO PIHOGBHCO NO PIROGENICO 

B 353 0.048 0 .19"3 0.328 0.814 NO PIROGEtHCO NO PIROGENICO 

B 3S4 0.131 0 .2'd1 0.512 1.141 N(1 Plf\OGENIC(l NO PIROGENICO 

8 355 0.131 0.281 0.512 1.141 NO PIF."OGENICO NO PIROGENICO 

B 3..t:'6 0.131 0 .2'a1 0.512 1.141 NO PIROGENICO NO PIROGENIC.-0 

B 357 0.079 0.202 0.420 0.95'3 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

B 3..r.s 0.079 0.202 0.420 0.9S9 NO PIF.'OGENICO NO PIROGENICO 

B 359 0.079 0.212 0.420 0.959 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 

B 360 0.079 0.202 0.420 0.%9 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 361 0.145 0.238 0.S.15 1.067 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

B 362 0.145 0.238 0.535 1."67 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 363 0.145 0.238 0.535 1.067 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 



54. 

B 364 0.0'33 0.189 0.333 0.763 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 365 0.086 0.189 e.305 0.811 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

B 366 0.086 0.189 0.305 0.811 NO PIROfENICO NO PIROOENICO 

B 367 0.086 0.189 0.305 0.811 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

B 368 0.1,9 0.2,9 0.520 1.132 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 369 0.1,9 0.2,9 0.520 1.132 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 370 0.071 0.200 0.328 0.812 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 0.071 0.200 e.3Za 0.812 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 0.071 0.200 0.328 0.B12 NO Plf\'OOENICO NO PIR'VGENICO 

B 0.071 0.200 0.328 0.812 NO Plf\"OGBHCO NO PIROGENICO 

B 0.071 0.~ 0.328 0.812 NO PIROGENICO NO PIROEiENIC:O 

B 0.189 0.200 0.3Za 0.812 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 0.084 0.201 0.475 1.094 NO PIROGENIC:O NO PIROG"ENIC:O 

B 0.084 0.201 0.475 1.0"94 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
.. 

B 378 0.084 0.201 0.475 1.0"94 NO Plf\'OGENICO NO PIF\'OGENI C:O 

B 379 0.084 0.201 0.474 1.0"94 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 300 0.004 0.201 0.474 1.094 NO PIF\'OOENICO NO PIF\'OGENI C:O 

B 331 0.084 0.201 0.474 1.0"94 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 3B2 0.148 0.29'3 0.321 1.112 NO PI F\'OOENI C:O NO PIROGENICO 

B 333 0.143 0.29'3 0.321 1.112 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 3$( 0.153 0.314 0.546 1.3.'".:<3 NO PIR(IGENICO NO PIROGENIC:O 

B 385 0.153 0.314 0.546 1.333 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 386 0.153 0.314 0.546 1.333 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

B 337 0.153 0.314 0.546 1.333 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 



B 

B 

B 

B 

B 

3SS 

3S9 

39& 

391 

392 

0.153 

0.oos 
0.ess 
0.oos 
0.113 

0.31' 

0.192 

0.192 

0.192 

0.271 

0.5'6 

0.319 

0.319 

0.319 

0.,7B 

1.333 

0.685 

0.685 

0.685 

1.046 

NO PIROGENICO 

NO PIROGBUCO 

NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO 

55. 

NO PlROGENICO 

NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO 

NO PIROGENICO 



56. 

3. Solución Tipo c. Resultados 

-------
CLAVE LOTE ESTAtl>AR DE Et<l>OTOXINA lAL COtEJOS 

. EN PI COGRMOS C A8SORBANCJ AS> 
tEG. 12 se 2ee 

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

e 0.968 0.184 0.343 0.721 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

e 0.081 0.191 0.3'0 0.749 NO PIROGENJCO NO PJROGENJCO 

e 0.081 0.191 0.3'0 0.749 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 4 0.081 0.191 0.340 0.749 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

e s 0.023 0.122 0.272 0.496 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

(: 6 0.023 0.122 0.272 0.496 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 7 0.023 0.122 0.272 0.496 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e s 0.023 0.122 0.272 0.496 NO PIROGENICO NO PlF.'Oí:iENICO 

e 9 0.023 0.122 0.272 0.496 NO PIROGENICO NO PJROGENICO 

e 10 0.023 0.122 0.272 0.496 NO PIF.'OGENJCO NO PIROGENICO 

e 11 0.023 0.122 0.272 0.496 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 12 0.023 0.122 0.272 0.496 NO PJF.'OGENICO NO PIROGENJCO 

e 13 0.023 0.122 0.272 0.496 NO Pil\'OGENICO NO PIROGENICO 

e 14 0.071 0.199 0.464 0.6"37 NO PIROGENICO NO PIR'vGENICO 

e 15 0.071 0.199 0.464 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 16 0.071 0.199 0.464 0.t."37 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 17 0.071 0.19'3 0.464 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 18 0.071 0.199 0.464 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 19 0.071 0.199 0.464 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 20 0.071 0.199 0.464 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 21 0.071 0.199 0.464 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 22 0.001 0.191 0.3'0 0.749 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 



57. 

e 23 0.001 0.191 0.3'0 0.7.&9 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 2.& 0.071 0.199 0.'64 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 2S 0.071 0.199 0.'64 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 26 0.071 0.199 0.'64 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 27 0.071 0.199 0.'64 0.897 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

e 23 0.071 0.199 0.'64 0.897 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 29 0.025 0.190 0.310 0.695 NO PIROGENICO . NO PIROGENICO 

e 30 0.eza 0.191 0.315 0.71.& NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 31 0.02S 0.191 0.315 0.714 NO PIROOENICO NO Pil\"OGENI C:O 

e . 32 0.0za 0.191 0.315 0.714 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 33 0.111 0.219 0.378 0.931 NO PIROGEtHC:O NC> Pil\'OGENICO 

e 34 0.111 0.219 0.378 0.931 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

(: 35 0.111 0.219 0.378 0.931 NO PlR(lGENICO NO PIROGENICO 

e 36 0.111 0.219 0.378 0.931 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 37 0.097 0.170 0.319 0.723 NO PH\'OGENICO NO PIROGENICO 

" 38 0.125 0.236 0.499 0.890 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
" 
e ~'9 0.125 0.Z.36 0.499 0.&'90 NO Pil\VGt:NICO NO Pil\1)GENICO 

e .&0 0.125 0.Z.36 0.49"'1 0.890 NO Pil\'OGENICO NO PIROGENICO 

e: 42 0.125 0.Z-J6 0.499 0.&'"30 NO PIROGENIC:O NO PIROGENICO 

e 43 0.079 0.210 0.3.S6 0.846 t.'O PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 44 0.125 0.236 0.499 0.840 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 45 0.125 0.236 0.499 0.8'0 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e '6 0.079 0.210 0.346 0.846 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 47 0.079 0.210 0.3'6 0.8'6 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e '8 0.079 0.210 0.346 0.846 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 49 0.079 0.210 0.3'6 0.8'6 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e se 0.079 0.210 0.3'6 0.846 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 



58. 

e 51 0.072 0.194 0.307 0.701 NO PlROGENICO NO PlROGENICO 
e 52 0.072 0.194 e.307 0.701 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
e 53 t.072 e.194 0.307 e.101 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 54 t.072 0.194 0.307 0.701 NO PlROGENICO NO PlROGENICO 
e SS 0.075 e. 19'; 0.310 e.6'9 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 56 t.075 0.19'; 0.310 0.6'9 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 57 0.144 e.219 0.490 0.717 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
(: 58 e.02S 0.191 0.315 0.7U NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 59 0.101 0.208 0.413 0.001 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
(: 60 0.101 0.208 0.413 0.001 NO PIROGENI C:O NO PIROGENIC:O 

. -~-·-.L _ i· 
e ' .61 ,_,_ 0.101 0.208 0.413 0.001 NO PlROGENICO NO PIROGENICO -_,._., :·,,··-·: 

":·-.--
(: 62. 0.101 0.208 0.413 0.001 NO PIROGENIC:O NO Plh'OG"ENI CO 
e .X~':·. 0.101 0.2fJB 0.413 0.001 NO PIROGENICO NO PIRQl3ENICO 
(: :;·/64•· .·. 0~ 101 0.20f: 0.413 0.001 NO PIROGENI CO NO PH\'OOENICO .. 

--;;: 

e ·.·65',c.• 
,:;: .. 0.101 0.208 0.413 0.001 NO PIROGENICO NO Prnooanco 

e 66.· 0.101 0.208 0.413 0.001 NO PIROfiENICO NO PIROGBHCO 
e 67 0.0n 0.216 0.4'J"3 0.742 NO PlROGENlCO NQ PlROGENICO -. 

(: ,68 0.0n 0.216 0.409 0.74B NO PIROGENlCO NO Pll\'OOENICO 
e 69 e.en 0.216 0.40'3 0.742 NO PlROGENlCO NO PIROGENICO 
(: . 70 0.055 0.184 0.~-199 0.7B3 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
e .71 0.055 0.184 0.39"3 0.78:3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 72 0.055 0.184 0.~'99 0.783 NO PIROGENICO NO PIROOEtUCO 
e 73 0.055 0.184 0.399 0.783 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 74 e.055 0.184 0.399 0.783 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
e - 75 0.ess 0.184 0.399 0.783 NO PIROGENICO NO PIROGEMICO 
e 76 0.055 0.184 0.~'99 0.783 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 77 0.055 0.184 0.399 0.783 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 



59. 

e 76 e.0ss 0.164 e.m e.763 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

e 79 e.e<n e.195 e.366 0.n3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e se e.&93 e.195 e.366 e.773 NO PIROOENICO NO PIROGDIICO 

e 81 0.093 0.195 e.366 0.n3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 82 e.m 0.195 e.366 e.773 NO PIROGENICO NO PIR06ENICO 

e 83 e.e<n 0.195 e.366 e.n3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e S4 e.093 0.195 e.366 0.773 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e SS 0.0'J3 0.195 0.366 e.773 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e S6 0.004 0.1% 0.310 0.715 NO Pil\'OOENICO NO PIROGENICO 

e 87 0.084 0.195 0.310 0.715 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e SS 0.089 0.192 0.326 0.863 NO Pll\'CIGENICO NO PI ROGt:N l C:O 

e S9 0.089 0.192 0.326 0.863 NO PIRfJGENICO NO PIROGENICO 

e 90 0.089 0.192 0.326 0.863 NO Pll\VGENICO NO PIROGENIC:O 

e 91 0.089 0.192 0.326 0.863 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 92 0.105 0.238 0.420 0.700 NO Pil\"OGENI CO NO PIF:OGENIC:O 

e 93 0.105 0.238 0 .420 0.780 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e: ..... 94. 0.105 0 .;;.:-a;; 0.420 -0. 700 NO PIROGENICO NO PIF:í:IGENICO 

e 95 0.105 0.Z.33 0.420 0.780 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 96 0.105 0.?~: 0.420 0.700 NO Pil\'OGENICO NO PIROCXNICO 

e 97 0.105 0.238 0.420 0.700 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 

e 98 0.007 0.189 0.430 0.812 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 9'3 0.007 0.189 0.430 0.812 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 100 e.001 0.189 0.430 0.812 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 1e1 0.087 0.189 0. 4."30 e.a12 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 102 0.007 0.139 e.4-"l0 0.812 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 103 0.696 0.202 e.m 0.712 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 16' 0.696 e.202 e.m e.112 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 



60. 

e tes e.&96 e.202 e.392 0.712 NO PIF'<OOENICO NO PIROGENICO 
e U16 e.096 e.t:e2 e.392 0.712 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 
e 197 0.&8( 0.195 e.319 0.718 NO PIROOENICO NO PJROGENICO 
e 100 0.972 0.25' e.395 0.761 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 109 e.en e.254 e.395 0.761 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
e ue e.en 9.254 e.395 e.161 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 111 0.072 e.25' 0.395 0.761 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 112 0.075 0.179 0.321 0.754 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 
e 113 0.075 0.179 0.:m 0.754 NO PIROOENICO NO PIROOENIC:O 
e 114 0.075 0.179 0.321 0.754 NO PIROGENICO NO PIROGENICO --- ~ 

{: 
·- ,·' 

0.321 NO PlROGENIC:O ~-11s 0.075 0.179 0.754 NO PIR06ENIC:O 
e 116 0.075 0.179 0.321 0.754 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e: 117 0.075 0.179 0.321 0.754 NO Pll\'OGENICO NO PI l\'C>GEN I CC> 
e 118 0.075 0.11·3 0.321 0.754 NO PIROGENICO NO PlROOENICO 
e 119 0.052 0.189 0.341 0.719 NO PIROGENIC:O NI) PIROGENICO 
e 120 0.052 0.1>39 0.341 0.719 NO PlROOENICO NO PIROGENICO 
{: 121 0.087 0.202 0.430 t'.812 NO PIROOENIC:O NO Pil\'CJGENICO 
e 122 0.087 0.202 0. 4.30 0.812 NO PIROOENICO NO PlROGENICO 
e 123 0.087 0.202 0.4'.'",:¡0 0.812 NO f'IROGENICO NO PIROGENICC> 
e 124 0.087 0.202 0.4.'30 0.812 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 125 0.105 0.238 0.420 0.780 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 126 0.105 e.rn e.420 0.780 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 
e 127 0.105 0.238 0.420 0.780 NO PIROGENICO NO Pil\'OOENICO 
e 123 0.060 0.18'9 0.323 0.831 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 
e 129 0.060 0.18'9 0.m 0.831 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 130 0.066 0.18'9 0.32"a 0.831 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 131 0.073 e.200 0.355 0.~ NO PlROGENICO NO PIROGENICO 



61. 

e 132 ~.960 e.1S9 e.328 0.B31 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
e 133 e.866 8.18'9 e.328 0.831 HO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 13' 0.860 e.18'9 0.328 0.B31 NO PIROGENICO NO PIR06ENICO 
e 135 e."6e 8.18'9 0.328 0.831 NO PlROGENICO NO PIROOENICO 
e 136 e.860 e.189 8.328 0.831 NO PIROGENICO NO PIR06ENICO 
e 137 8."6e 0.189 0.328 0.831 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
e 138 0.111 0.239 0.396 0.865 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
e ~e~ 139 0.111 0.23"9 8.396 0.SSS NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 140 0.111 0.239 0.396 0.865 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
e 141 0.111 0.23"9 0.396 0.86.5 NO PIROGENICO NO PlROGENICO 
e 142 0.111 0.2:-19 0.3% 0.86-5 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
e 143 0.111 0.239 0.396 0.865 t.'O PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 144 0.111 0.239 0.r-lf. 0.865 NO PIROGENICO NO Pil\"(IGENICO 
e 145 0.111 0.23'3 0.396 0.86.5 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 146 0.03.3 0.19.5 0.302 0.&:4 NO PIRüGENICO NO PIROOENICO 
e 147 0.000 0.191 0.307 0.767 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
e 1.4S 0.080 0.191 0.307 0.767 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
e 149 0.080 0.191 0.307 0.767 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 150 0.080 0.191 0.307 0.767 NO PIROUENICO NO PIROOENICO 
e 151 0.095 0.227 0.453 0.974 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 152 0.095 0.227 0.'5:3 0.974 NO P lh°OOENI CO NO PIROGENICO 
e 153 0.095 0.227 0.'53 0.974 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e ls.t 0.095 0.227 0.453 0.974 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
e 155 0.095 0.227 0.453 0.974 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
e 156 0.095 0.227 0.453 0.974 NO PIROOENICO NO PIROOENICO 
e 157 0.095 8.227 0.'53 0.974 NO PlROOBIICO NO PIROOENICO 
e 158 0.095 0.227 0.453 0.974 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 



62. 

e 159 e.095 t.227 0.453 0.97.t NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
e 160 0.es1 e.1ae 0.335 0.786 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
e 161 0.&Sl 0.1ae 0.335 0.786 NO PJROOENJCO NO PIROGENICO 
e 162 e.e51 0.1ae e.335 0.7&6 NO PIROGENICO NO PJROGENICO 
e 163 &.&67 0.184 0.374 0.92S NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
e 16' &.&67 &.184 &.374 e.m NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 16.s 0.f!t67 0.1S4 0.374 0.928 NO PJROOENICO NO PIROOENICO 
e 166 0.112 0.212 0 .44(; 0.9S8 NO PIRfJGENICO NO PIROOENICO 
e 167 0.112 0.212 0.440 0.958 NO PIROOENICO NO PIRCIGENICO 
e --.·-cl6S-T·• 0.112 e.212 0.440 0.95<3 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
(: 169 0.112 0.212 0.440 0.958 NO PIR"vGENICO NO Plf\."OGENICO 
e 170 0.112 0.212 0.440 0.95<3 NO Plf;."OOENICO NO PIROGENICO 
(: 171 0.103 0.210 0.429 0 .S::-19 NO Plf;."OGENICO NO PIROOENICO 
e 172 0.070 0.198 0.387 0.1367 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 173 0.070 0.198 0.387 0.867 NO F'lf\"OOENI CO NO Pil\'OGENICO 
e 174 0.070 0.198 0.387 0.867 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
(: 

---

175 0.070 0.198 0.3:37 0.$67 NO PI ROGENI CO Nü P If\'(IGENI CO 
e 176 0.112 0.210 0.362 0.8.58 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
e 1n 0.166 0.285 0.527 1.237 NO Pil\.'OOENICO NO Pll\'ClfJEN I CO 
e 178. 0.166 0.2$5 0.527 1.237 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
(: 179 0.166 0.285 0.527 1.237 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 180 0.145 0.234 0.53S l.&67 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 
e 181 0.100 0.195 0.-'01 0.836 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 182 0.100 &.195 0.401 0.836 NO PlROOENICO NO PIROGENICO 
e 183 0.103 0.195 0 . .(01 0. S::-16 NO PIROGENICO NO PIROOENICO 
e 184 0.100 0.195 0.401 0.836 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 
e 185 0.091 0.200 0.391 1.002 NO PJROGENICO NO PIROOENICO 



63. 

e 186 e.es1 e.200 e.391 1.e&2 NO PIROGENICO NO Pl~ICO 

e 187 e.m e.291 e.615 1.2"3 NO PlROGENICO NO PIROGENlCO 

e 188 e.141 e.291 e.615 1.2"3 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 189 e.141 e.291 e.615 1.2"3 NO PIROGENICO NO PIROGEMICO 

e 190 0.141 0.291 0.615 1.209 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 191 0.141 0.291 0.615 1.209 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e 192 0.141 0 .2'91 0.615 1.209 NO PIROOENICO NO PIROGENICO 

e 193 0.141 0.291 0.615 1.209 NO PIROGENICO NO PIROGENICO 

e . 194 0.141 0.291 0.615 1.209 NO PIROOENlCO NO PlRCIGENICO 

e 195 0.141 0.291 0.615 1.209 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 

(: 196 0.077 0.216 0.409 0.748 NO PIROOENICO NO Pll\"OGENICO 

e 197 0.095 0.Zl.7 0.453 0.974 NO Pll\'OGENICO NO PIROGENICO 

(; 198 0.091 0.20f: 0.391 1.002 NO P IROGENI CO NO Pil\'OGENICO 

e 199 0.091 0.200 0.391 1.002 NO PlROGENICO NO PIROGENICO 

e 200 0.091 0.208 0.391 1.002 NO PlROG"EtUCO NO PIROOENICO 



CAPITULO IV 

DISCUSION DE LOS RESULTADOS 

Como ya se mencion6 en l.a parte experimental., l.os criterios 

para l.a interpretaci6n de resul.tados son 1os siguientes: 

Interpretación de resultados en prueba por conejos. La 

prueba se real.iza en tres conejos. Ningún conejo debe pr~ 

sentar un incremento de 0.6°C ó más. La suma de incremen-

tos de temperatura de 1os tres conejos, debe ser menor de 
o 

l. 4. Si un conejo presenta un incremento de 0.6°C ó más, 

o dos conejos presentan un incremento de 0.4°C, se debe re 

petir l.a prueba con cinco conejos. 

Interpretación de resultados en prueba por LAL. Todas 1as 

muestras .de prueba deben tener val.ores de absorbancia men2 

res que l.os obtenidos en el. e.stándar de 50 pg/ml. El pro­

medio de 1os val.ores del. control. negativo, debe ser menor 

de 0.2 unidades de absorbancia. La diferencia entre absor 

bancia del control negativo y 1a absorbancia del. estándar 

de 50 pg/m1 debe ser de por 1o menos de 0.2 unidades. De­

be haber un mínimo de 0.2 unidades de absorbancia entre 1a 

diferencia de absorbancia en el. estándar de 50 pg/m1 y en 
el. estándar de 200 pg/m1. (37) 

Discusión 

l. En l.a gráfica 1, se muestra l.a cantidad de pruebas real.i­

zadas por mes haciendo diferencia en l.as barras. de, .. acuer­

do al. tipo de producto farmac€utico. 



2. En las gráficas 2,3 y 4 se muestran en forma comparativa 

mes a mes los lotes probados por ambas técnicas de las 

soluciones A, B y e respectivamente, en las que se puede 

observar la coincidencia en el 100% de los resultados ob­

tenidos, lo que valida indiscutiblemente la técnica de 

LAL para evaluar pir6genos en ciertos productos farmacéu­

ticos. 

3. El promedio de coeficientes de corre1aci6n lineal obteni­
das de. las 'cúr'\ras estándar para la prueba dé.LAL en cada 

día de,tr~bajo\ fueron los que se indican a' continuación: 
- .·.:.~,:~-'--;_'....: ~-:::;:--:::S-~· ,: /.'-.;~';~':..~-,: ,-

a) 

b) 

c) 

P a~SYii s o'.iu. &'~~ i{~5'2; k ::, '. -
Corr~~~~~¡gh •'.:~;.o'~ 9 81 O 

• ".· .• C~_: .'-,_- - •¿:'.o-,,.{ :;;i ;'·"'". -, .. ~ .;¡.·, ,·: :·,;. • •·,- - , 

,.· ~~-··;2·.: \ '.;~:~;:;5~ ·:o;.··- ;--. 
--- ,_,.,.~_ -

•>~~;~~ >~~- - ·""~:i.~;;_: º''=°-· _;,:~~C-~:~.~:-. , .-.•r 

Par'a-so:f~C:{~~~~j:B =· 
corre lac.i.6'h;,,;,; >6'~9'8() 9 

---· ·.;:- - :· :>~~-:-~'.;.: -~~- :<: 

Para soluc.i:ones e:· ·· 

Correlación = Ó.9722 

Mismas que fueron obtenidas aplicando las fórmulas esta­

dísticas conocidas, en las cuales indican una muy buena 

correlación lineal entre las diferentes concentraciones y 

las unidades de absorbancia obtenidas para cada lote. 
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CAPITULO V 

RESUMEN 

La evaluaci6n comparativa de más de 600 lotes de producto 
farmacéutico para valorar pir6genos por los métodos de de­
tección de pir6genos en conejos y la detecci6n de endotoxi­
nas bacterian~s por LAL, proporcio~aron dato~ concluyentes 
respecto a la validez y superioridad de la técnica de LAL 
sobre la tradicional técn-ica en é:ot;i_~jos para este tipo de 
productos farmacéuticos:, débiá~-~",is"t:éversatilidad para .em-c 

•' •• J· - •• _, •• ·."-"·'· , 

plearse como prueba cuán"tf:t:l:li-i{rav'd-·semi:"""c\lan:t:itativ~······.·.y por 

~:ap:: ~?i~~:~~d~~-::J~~'~,!~~~~1~~~~*~tª~~tj~~:a'11~~~{;:~~!~-~e,? 
costo compa;rado con la ~:iti~ba ~n coÜejos. . 



CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

La prueba de detecci6n de endotoxinas bacterianas por LAL ha 

demostrado ser una magnífica a1ternativa a 1a prueba de de­

tección de pir6genos por conejos, ya que aunque no es de ap1~ 

cación universal en 1os productos parenterales y materias pr~ 

mas aquí mencionadas, resulta ser satisfactoria esencia1mente 

por: 

l. Ser más económica, por la oportunidad de manejar un~mayor 

número de muestras en el período de determinación'~ compara­

do con la determinación de pirógenos en conejos: además, 

del terrible gasto que representa el mantenimiento de un 

bioterio, tanto en material y equipo como personal ~dies­

trado necesario para realizar la prueba en conejos. 

2. Ser más controlable, ya que depende mucho menos de facto­

res ambienta1es que la determinación de pirógenos en cone­

jos: además, de no depender de factores de estres del ani­

mal que impiden definitivamente que el método pueda ser 

preciso ni aún bajo el mejor control de los parámetros de 

la prueba. 

3. Ser más sensible, por su propia naturaleza y tipo de equi­

po que se utiliza para la determinación de 1a misma. 

4. Ser más versátil, ya que debido a su cualidad de poder ser 

cuantitativa o semicuantitativa, según el grado de preci­

sión deseado, puede emplearse como una herramienta de con­

trol de proceso para valorar los nive1es de endotoxina pr~ 

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 analítica 

3. Bafio de agua (37ºC). 

4. Centrífuga (2,6ÓO rpm, para 

5. Espectrofot6metro de flujo continuo. 

6. Vortex. 

7. Pipetas de 200 y 100 microlitros. 

8. Papel parafilm. 

9. Papel aluminio. 

10. Bomba de vacío. 

11. Cronómetro. 

12. Reloj de tiempo para centrífuga. 

13. Pinzas despirogenizadas. 

14. Pipetas estériles despirogenizadas de O.l, 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 

250ºC por 60 minutos. El material usado para la determina­

ción de proteínas no requiere despirogeni~arse. 
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Reactivos 

l. Liofi1izado de LAL, se mantiene a 2-8°C. Cada nuevo 1ote 
debe ser va1idado con el 1ote anterior. El 1iofi1izado 
se reconstituye con 3 m1 de una solución recién preparada 

de MgClz.6H20 a1 0.5% (W/V). 

2. Cuso4 (W/V) al 0.5% en agua destilada despirogenizada. 

3. Na 2co3 al 2% (W/V), KNaC 4 H 4 o 6 .4H2 0 al~.02% (W/V) en NaOH 

0.1N, desechar semanalmente. 

4. Solución de trabajo de Lowry. En uJi;:m~tráz aforado de' 

5 o rol. adicione 1 ml. de la so 1 usi6:;.':,p'f~kariií.c1a' ªE! c::hsp 4 y ' 
afor~ con, la: so1uci6n preparaa:é3.crd~·¡f~'f'.i':r::a't9{ ~~}~f):~''dese;.. 
char el. resto. ":~(;--;-;-, ,__ -~-·~,;;:~,:_:o_:: . _. }·- - ,,_ - . ·,-,~.--·.:; ; -~ ;;..":". 

. '".,-.; .-.-:<:-~> t;·~'-::~,-·'. - -~,,__'..;,_;"= ~--.-, 
- ~ _·q;~:~~ '"---~ ~:- -.- . -

5. Soluci.ón de trabajo de Fol.in Cioc«i.itel.l~; <.En< un matraz af~ 
rado de 50 ml agregar 25 mLde'éÍ.giJ.~:~'.:&~iitt.iiada despirogenl:, 
zada y aforar con el reactiv~ d.e;':Fbi:ln' (~~ fotoreactivo), 

mantener a temperatura arnbieht¿.~ y~ .. ~~ ··l:a obscuridad¡ prep.e_ 
rar diariamente. 

6. NaOH 0.75 N. 

7. Stock de proteína humana estándar (HSA). El stock de HSA 
mensual. requiere una concentración de 0.8 g de HSA por 

100 rnl de agua destilada, mantener a 2-8°C. El. stock 
quincenal. se prepara con 1 rnl. del stock mensual y se afo­
ra con NaOH 0.75 N. 

Diluir el. estándar de trabajo quincenal 1:2, 1:4 y 1:8 con 
NaOH 0.75H para obtener 80 µg, 40 µg y 20 µg/0.2 ml respe~ 
tivamente. 
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e. Preparaci6n de la endotoxina estándar. La endotoxina es 

reconstituída con 2 ml de agua despirogenizada, se mezcla 

bien y se deja reposar por 12 horas, se toma 1 ml y se 

afora con agua destilada a 100 ml. La concentraci6n aproxi 

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

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

endotoxina mensual y se 11eva a 500 ml con agua despiroge­

nizada, lo que da una concentración de 0.01 a 0.05 µg/ml. 

La curva estándar de endotoxina se hace siempre que se 11~ 

va a cabo la prueba, preparando concentraciones de 200 ?9/m1, 

50 pg/rnl y 12 pg/ml. Como diluyente se usa un lote de la 

misma formulación química, que se está.probando y debe es-
- =--?;~'._.-=-._ 

tar calificada para la prueba de .. LAL·-~ j ~-

9. Control negativo. 

va de endotoxina, 
La so1ución usada.PétJ:'él:P.reparar la cur­

se puede usar. C:c;;iáb Cori.trol.: negativo~ 
'<, .. ,:~..'.;·/_ . 

. ,:--~-·-:~; ;·~~--, . 
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