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Importante: Lea detenidamente este documento antes de realizar
las pruebas.

Propésito de uso

Este producto esta disefiado para el andlisis in vitro para la deteccion de
endotoxinas en un producto final, en medicamentos parenterales, productos
biolégicos y dispositivos médicos para animales y humanos. Este producto
no esta indicado para la deteccién de endotoxinas en muestras clinicas o
como ayuda en el diagnéstico de una enfermedad humana. Esta prueba
utiliza una preparacién de lisado de amebocitos de Limulus (LAL) en
combinacién con un lector de microplacas con incubacién y el software
adecuado, con el fin de detectar la endotoxina fotométricamente.

La Farmacopea sefiala procedimientos que se consideran necesarios para:

1. Establecer limites de endotoxina para productos farmacéuticos y para
dispositivos médicos;

2. Validar el uso de LAL como prueba de deteccién de endotoxina como
producto final; y

3. Desarrollar un protocolo de pruebas rutinario.?

Los procedimientos aqui descritos estan basados en las pautas
Farmacopeicas.

Advertencias, leer detenidamente

Solo para uso diagndstico in vitro. El ensayo Kinetic-QCL™ no estd disefiado
paradetectarendotoxemia en el serhumano. La prueba LAL puede sustituirse
por la prueba de pirégenos de la USP (Farmacopea Estadounidense) en
conejos cuando se utiliza segln las pautas Farmacopeicas para analisis
de productos finales en medicamentos parenterales, productos biolégicos
y dispositivos médicos para animales y humanos®.



Explicacidn de la prueba

Kinetic-QCL™ es un ensayo cinético y cuantitativo para la deteccién de
endotoxina bacteriana gram negativa. Se mezcla una muestra con el
reactivo LAL/sustrato, se coloca en el lector de microplacas de incubacién
y se supervisa automaticamente a lo largo del tiempo para detectar la
aparicién de un color amarillo. El tiempo necesario antes de la aparicién
del un color amarillo (tiempo de reaccion) es inversamente proporcional
a la cantidad de endotoxina existente. Es decir, con la presencia de una
gran cantidad de endotoxina, la reaccién aparece rapidamente, pero con
una pequefia cantidad de endotoxina, aumenta el tiempo de reaccién. La
concentracién de endotoxina en muestras desconocidas puede calcularse
a partir de una curva patron.

La utilizacién de LAL para la deteccién de endotoxinas evoluciond a partir
de la observacidn realizada por Bang® en la que infeccién por bacterias
gram negativas en Limulus polyphemus, el cangrejo herradura, causé
una coagulacién intravascular mortal. Levin y Bang®® demostraron
posteriormente que esta coagulacién fue el resultado de unareaccién entre
la endotoxina y una proteina coagulable en los amebocitos circulantes
de Limulus. A partir del desarrollo de un anticoagulante adecuado para
la sangre de Limulus, Levin y Bang* prepararon un lisado a partir de
amebocitos lavados, lo cual fue un indicador extremadamente sensible
de la presencia de endotoxinas. Solum®® y Young, Levin y Prendergast” han
purificado y caracterizado la proteina coagulable de LAL y han demostrado
que la reaccién con endotoxina es enzimatica.

Elmétodo actual de LAL utiliza la parte inicial de la reaccién de la endotoxina
de LAL para activar una enzima, que, a su vez, libera p-nitroanilina (pNA)
desde un sustrato sintético, lo que produce un color amarillo.




Principio

Proenzima Endotoxina Enzima
—_———————

Sustrato + H,0 Enzima Péptido + pNA
B

Las endotoxinas de bacterias gram negativas catalizan la activacion de la
proenzima en el LAL’. La tasa inicial de activacion viene determinada por
la concentracién de endotoxina presente. La enzima activada cataliza la
liberacién de pNA del sustrato incoloro Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA. La pNA libre
se mide fotométricamente, a 405 nm de forma continua durante todo el
periodo de incubacién. La concentracién de endotoxinas en una muestra
se calcula comparando su tiempo de reaccién con una curva patrén.



Reactivos suministrados y condiciones de almacenamiento
Reactivo Kinetic-QCL™ (K50-643) Vial con etiqueta amarilla

Cada vial contiene una mezcla liofilizada de lisado, preparada a partir de
los amebocitos circulantes del cangrejo herradura, Limulus polyphemus
y del sustrato cromdgeno.

Reconstitiyalo inmediatamente antes de su utilizacién con 2,6 ml de
agua reactivo LAL por vial. Si se necesitaran mas de un vial, junte dos
0 mas viales antes del uso. Agitelos con movimientos circulares suaves
para evitar la formacién de espuma. El reactivo Kinetic-QCL™ liofilizado
debe conservarse a 2-8 °C. Protéjalo de la exposicién prolongada a la luz.

El reactivo Kinetic-QCL™ reconstituido debe usarse cuanto antes. El reactivo
Kinetic-QCL™ reconstituido es estable durante 8 horas a una temperatura
comprendida entre 2y 8 °C, o puede conservarse a —10 °C o menos hasta
dos semanas. Congele y descongele una sola vez.

Endotoxina 055:B5 E. coli (E50-643) Vial con etiqueta roja

El volumen de reconstitucion del vial figura en el Certificado de analisis
y se calcula para crear una solucion que contenga 50 UE (o UI)/ml.
Reconstitiyalo con el volumen especificado de agua reactivo LAL. Agitelo
enérgicamente durante al menos 15 minutos a alta velocidad en un agitador
tipo vortex. Antes de su posterior utilizacién, permita a la solucién madre
conservada que alcance la temperatura ambiente y mezclar con el agitador
tipo vértex durante 15 minutos. Esto es importante porque la endotoxina
tiende a pegarse al vidrio. El certificado de analisis esta disponible en www.
lonza.com/coa.



La endotoxina 055:B5 de E. coli liofilizada debe conservarse a una
temperatura comprendida entre 2 y 8 °C. La endotoxina madre
reconstituida es estable durante cuatro semanas a una temperatura
comprendida entre 2y 8 °C.
Nota: En los kits que solo contienen lisado no se incluye la endotoxina,
pero se requiere para su uso.

La endotoxina se incluye para mayor comodidad del usuario. Pueden
utilizarse otras preparaciones de endotoxina para preparar los patrones,
pero debe determinarse su rendimiento en el ensayo cromdgeno respecto
a la endotoxina patrén de referencia (EPR).

Agua reactivo LAL (W50-640) Vial con etiqueta amarilla

Cada vial contiene 30 ml de agua reactivo LAL. Este agua debe utilizarse
para rehidratar el reactivo Kinetic-QCL™ y la endotoxina de E. coliy para
preparar la endotoxina y las diluciones de la muestra. El agua reactivo LAL
es equivalente al agua para la prueba de endotoxinas bacterianas (PEB).

El agua reactivo LAL debe conservarse a una temperatura entre 2y 8 °C.
Nota: No se incluye el agua reactivo LAL, pero se requiere en los kits de
solo lisado.

Materiales y equipo NO suministrados
1. Tubos de dilucién desechables de vidrio libre de endotoxina
(13 x 100 mm, n.° N207 o equivalente).

2. Pipetas serolégicas envasadas individualmente.

3. Pipetas manuales automaticas con puntas estériles e individualmente
envasadas o en racks.



4. Microplacas estériles desechables.
Nota: Antes del uso rutinario, las microplacas deben haber sido
previamente cualificadas® (n.% 25-340 o equivalente).

5. Recipientes de reactivos (n.° 00190035 o equivalente].

6. Micropipeta de ocho canales.

7. Hidréxido de sodio, 0,1 N o acido clorhidrico, 0,1 N, disuelto en agua
reactivo LAL para el ajuste de pH de la muestra si fuera necesario.

8. Lector de microplacas (lector IU ELx808™ n.° 25-315 o equivalente).
9. Software WinKQCL™.

10. Temporizador.

11. Agitador tipo vortex.

12. Para Kkits sin agua incluida: agua reactivo LAL (n.° W50-640,
n.° W50-100, n.° W50-500 o equivalente].

13. Endotoxina patrén (endotoxina control complementaria con el lote de LAL).



Recogida y preparacidn de muestras

Debe emplearse una técnica minuciosa para evitar contaminacién por
endotoxinas o microorganismos. Ningln material que entre en contacto
con lamuestra o con los reactivos de la prueba debe contener endotoxinas.
El material y el equipo de vidrio limpio se pueden eliminar de endotoxinas
calentdndolo a 250 °C durante 30 minutos. Deben tomarse las precauciones
adecuadas para proteger los materiales despirogenados de una posterior
contaminacion medioambiental.

Por experiencia, la mayoria de pipetas y puntas de pipeta de plastico
estériles e individualmente envueltas no contienen endotoxinas. Sin
embargo, debe comprobarse estos materiales antes de su uso habitual.

Puede que sea necesario ajustar el pH de la muestra entre 6,0 y 8,0 con
hidréxido de sodio o acido clorhidrico sin endotoxinas. Mida siempre el pH
de una alicuota de la muestra para evitar contaminacién por el electrodo
de pH. No ajuste soluciones no tamponadas.

Las muestras que se vayan a analizar deben conservarse de forma tal que
se detenga toda actividad bacterioldgica o la concentracién de endotoxinas
puede aumentar con el tiempo. Por ejemplo, conserve las muestras a una
temperatura comprendida entre 2y 8 °C para periodos inferiores a 24 horas
y congélelas para periodos superiores a 24 horas. Es responsabilidad del
usuario validar el recipiente adecuado y las condiciones de conservacién
adecuadas de las muestras.

Siel recipiente del diluyente empleado para rehidratar el reactivo Kinetic-
QCL™se ha abierto previamente o no lo suministra Lonza, debe comprobarse
si estd contaminado con endotoxinas.



Tipos de ensayos Kinetic-QCL™

El lector de microplacas de incubacidn y el software WinKQCL™ son parte
integral del ensayo Kinetic-QCL™. Es importante familiarizarse con el
funcionamiento del lector de microplacas de incubacién y con las funciones
del software WinKQCL™. Consulte el lector de microplacas de incubacién y
los manuales de software WinKQCL™ o la Ayuda para obtener informacién
mas detallada.

Existen cuatro (4] tipos basicos de ensayos Kinetic-QCL™, cada uno de los
cuales estd disefiado para ejecutar un aspecto distinto de la prueba de LAL.

1. Rutina
Un ensayo de rutina calcula la concentracién de endotoxinas en las
muestras desconocidas comparandolas con el rendimiento de una
serie de patrones de endotoxina.

Como parte de un ensayo de rutina, el usuario cuenta con la opcién de
incluir un control positivo del producto (CPP) como supervision de la
inhibicién o potenciacion del producto (seccién 2 a continuacion). Un
CPP es una muestra del producto a la cual se ha afiadido una cantidad
conocida endotoxina. El software WinKQCL™ calcula automaticamente
la cantidad de endotoxina recuperada en el CPP, lo que permite comparar
con la cantidad conocida de endotoxina afiadida.

2. Inhibicién/Potenciacién
Lareaccién LAL esta mediada por enzimas y, como tal, cuenta con un
intervalo 6ptimo de pH y requisitos especificos de cationes divalentes
ysales. Ocasionalmente, las muestras a analizar pueden alterar estas
condiciones 6ptimas hasta tal punto que el lisado es insensible a la
endotoxina. Los resultados negativos con muestras que inhiben la
prueba de LAL no indican necesariamente la ausencia de endotoxina.
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Un ensayo de inhibicién/potenciacién estd disefiado para
determinar qué nivel de dilucidn del producto supera la inhibicién o la
potenciacién. Cada dilucién del producto debe venir acompafada por
un control positivo del producto (CPP). El software WinKQCL™ calcula
automaticamente la cantidad de endotoxina recuperada en el CPP, para
comparar con la cantidad conocida de endotoxina afiadida. Asi puede
determinarse qué diluciones del producto no interfieren.

EPR/EPC

Un ensayo de EPR/EPC esté disefiado para determinar la concentracién
de una endotoxina patrén de control (EPC) en términos de unidades
de concentracidn de la endotoxina patrén de referencia (EPR).

Este ensayo requiere una serie sencilla de diluciones de la EPR
y una o mas series de diluciones de la EPC. Segun las unidades
de concentracion de la EPC, el software WinKQCL™ calcula
automaticamente los valores medios de concentracién en UE/ng o
UE/ml. El usuario también puede introducir unidades distintas a
UEong.
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4. Cualificacién inicial
Un ensayo de cualificacién inicial esta disefiado segun los requisitos
descritos en la Farmacopea®. Este ensayo es necesario como parte de
lavalidacién del ensayo de LAL y también se practica con cada nuevo
lote de Kinetic-QCL™.

El ensayo de cualificacién inicial realiza una correlacion lineal log/log
de los valores individuales del tiempo de reaccién para cada duplicado
de cada patrén de endotoxina. Los otros ensayos emplean el tiempo
de reaccién promedio de todos los duplicados de cada patron.

El ensayo de cualificacién inicial no admite la inclusién de muestra
alguna.

Preparacion de reactivos
Permita que los reactivos alcancen la a temperatura ambiente antes
de su uso.

Con el fin de calcular la concentracién de endotoxinas en muestras
desconocidas, debe tomarse como referencia para cada prueba de Kinetic-
QCL™una curva patrén vélida.

Debido al gran intervalo de concentraciones sobre el que pueden
determinarse los valores de endotoxinas, es posible ajustar el intervalo
cuantitativo de una prueba dada mediante el ajuste de la concentracién
de patrones de endotoxina empleados para generar la curva patrén. Es
necesario un minimo de tres patrones.
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El ensayo Kinetic-QCL™ se ha optimizado para ser lineal, de 0,005 UE/mI
a 50,0 UE/ml. Sin embargo, el usuario individual puede escoger truncar
la curva patrén segun los requisitos especificos del producto. Los datos
indican que truncar una curva patrén de LAL cromdgena cinética puede
mejorar la precision de los valores de endotoxina pronosticados en las
muestras a analizar. Se recomienda que el usuario esté familiarizado con
los requisitos Farmacopeicos sobre las técnicas cinéticas de LAL antes
de establecer unintervalo de curva patrén para LAL cinética cromogénica
para pruebas rutinarias de muestras de producto®.

La siguiente tabla muestra un esquema para la creacion de una serie de
diluciones de endotoxina a partir de la endotoxina suministrada en el kit.
No es necesario emplear todas las diluciones para generar una curva
patrén. Pueden emplearse esquemas de dilucidn alternativos, asi como
otras endotoxinas no incluidas en este kit. Si la endotoxina empleada no
procede de este kit, puede ser necesaria una prueba de EPR/EPC para
determinar la potencia de la EPC.

Nota: No se recomiendan tubos de pldstico para preparar diluciones
de endotoxinas.

Concentracién de Volumen de agua Volumen de solucién de endotoxina
endotoxina (UE/ml) reactivo LAL anadida al agua reactivo LAL

5,0 0,9 ml 0,1 ml de una solucién de 50,0 UE/ml
0,5 0,9 ml 0,1 ml de una solucién de 5,0 UE/ml
0,05 0,9 ml 0,1 ml de una solucién de 0,5 UE/ml
0,005 0,9 ml 0,1 ml de una solucién de 0,05 UE/ml
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Prepare una solucién de 5,0 UE/ml de endotoxina afiadiendo 0,1 ml
de la endotoxina madre de 50,0 UE/ml en 0,9 ml de agua reactivo LAL
dentro de un recipiente adecuado y etiquételo con 5,0 UE/ml. Esta
solucién debe mezclarse enérgicamente con un agitador tipo vortex
durante al menos 1 minuto antes de comenzar.

Transfiera 0,1 ml de la solucién de endotoxina de 5,0 UE/ml en 0,9 ml
de agua reactivo LAL dentro de un contenedor adecuado y etiquételo
con 0,5 UE/ml. Esta solucién debe mezclarse enérgicamente con un
agitador tipo vértex durante al menos 1 minuto antes de comenzar.

Transfiera 0,1 ml de la solucién de endotoxina de 0,5 UE/ml en 0,9 ml
de agua reactivo LAL dentro de un recipiente adecuado y etiquételo
con 0,05 UE/ml. Esta solucién debe mezclarse enérgicamente en un
agitadora tipo vértex durante al menos 1 minuto antes de comenzar.

Transfiera 0,1 ml de la solucién de endotoxina de 0,05 UE/mlen 0,9 ml
de agua reactivo LAL dentro de un recipiente adecuado y etiquételo
con 0,005 UE/ml. Esta solucién debe mezclarse enérgicamente en un
agitador tipo vértex durante al menos 1 minuto antes de comenzar.
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Procedimiento

Consulte los manuales del lector de microplacas y del software WinKQCL™
para obtener informacion mas detallada sobre la realizacién de la prueba
Kinetic-QCL™.

1. Creeuna plantilla especifica con la que realizar la prueba. Una plantilla
contiene el nombre del analista, el tipo de ensayo, los nimeros de
lote de los reactivos, el nimero y la concentracién de patrones de
endotoxina, el nimero de duplicados y cémo se organizaran los
patrones y las muestras en la microplaca.

2. Eltipode ensayo debe seleccionarse como Kinetic-QCL. Los siguientes
parametros predeterminados de plantilla no deben cambiarse sin
cualificacion previa:

tdelta (segundos) 150
Filtro de medicién (mm) 405
m0D delta 200
Numero de lecturas 40

3. Imprima la plantilla para usarla como guia de disposicién de los
patrones y las muestras en la microplaca.

4. «Ejecute» la plantilla y siga las indicaciones del software WinKQCL™.
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10.

11.

Dispense con cuidado 100 mcl del blanco del agua reactivo LAL, los
patrones de endotoxina, las muestras del producto, los controles
positivos del producto (consulte las paginas 22 a 24 para obtener
instrucciones de control positivo del producto), etc. en los pocillos
correspondientes de la microplaca.

Coloque la placa cargada en el lector de microplacas y cierre la tapa.

Incube con antelacién la placa durante al menos >10 minutos
a3’Cx1°C

Hacia el final del periodo de incubacién, reconstituya cada uno de
los viales de reactivos Kinetic-QCL™ necesarios, con 2,6 ml de agua
reactivo LAL. Mezcle con delicadeza, pero por completo.

Nota: No mezcle en un agitador tipo vértex el lisado.

Mezcle los reactivos en un recipiente de reactivos y mézclelos con
cuidado con un movimiento oscilante.

Mediante una micropipeta de ocho canales, administre 100 mcl
del reactivo Kinetic-QCL™ en todos los pocillos de la microplaca,
comenzando por la primera columna (A1-H1) y siguiendo en secuencia
hasta la Ultima columna utilizada. Aflada reactivo lo mas rapido pueda.
Nota: Evite la formacién de burbujas.

Haga clic de inmediato en el botdn OK [Aceptar] del software WinKQCL™
parainiciar la prueba.

Nota: El ensayo Kinetic-QCL™ se ejecuta con la cubierta de la microplaca
retirada.
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Caracteristicas de rendimiento

Linealidad

Debe verificarse la linealidad de la curva patrén dentro del intervalo
de concentracién con el que se determinan los valores de endotoxina.
Deben analizarse como minimo por triplicado al menos tres patrones de
endotoxina que cubran el intervalo de concentracién deseado, asi como
un blanco de agua reactivo LAL, segun los parametros de prueba de un
ensayo de cualificacién inicial. Deben incluirse patrones adicionales para
cubrir cada intervalo de registro a lo largo del intervalo de la curva patrén.

El valor absoluto del coeficiente de correlacion (r) de la curva patrén
calculada debe ser >0,980.

Reproductibilidad

Deben analizarse muestras duplicadas para establecer una buena técnica
y un bajo coeficiente de variacion. El coeficiente de variacion (C.V.) equivale
a la desviacién estandar de los tiempos de reaccién de la «muestra>»
dividida por la media y suele expresarse como porcentaje. EI C.V.,, en %,
de los tiempos de reaccién de los duplicados debe ser menor del 10 %. Con
la experiencia, se deben alcanzar valores entre 3y 4 %.
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Célculo de la concentracidn de endotoxina

Continuamente durante todo el ensayo, el lector de microplacas/
software WinKQCL™ monitoriza la absorbancia a 405 nm de cada pocillo
de la microplaca. Mediante la lectura inicial de absorbancia de cada
pocillo como su propio blanco, el lector determina el tiempo necesario
para que la absorbancia aumente a 0,200 unidades de absorbancia.
El tiempo se denomina tiempo de reaccidn. El software WinKQCL™ realiza
automaticamente una correlacién lineal log/log del tiempo de reaccién
de cada patrén con su correspondiente concentracién de endotoxinas.
Los pardmetros de la curva patrén aparecen en la impresion del informe.
Si el valor absoluto del coeficiente de correlacion (r) es 20,980, puede
emplearse un modelo polindmico para crear una curva patrén y a su vez,
predecir las concentraciones de endotoxinas de las muestras a analizar.
Este modelo polinémico de ajuste de curvas (POWERCURVE™) es una
importante funcién del software WinKQCL™ (consulte POWERCURVE™,
pagina 20).

Regresion lineal

La informacidén abajo proporcionada es un ejemplo de cémo el software
WinKQCL™ realiza la correlacidn lineal log/log y calcula las concentraciones
desconocidas de endotoxinas en las muestras. No es necesario ejecutar
estos calculos de forma independiente. Para cada muestra de cada
producto, el software WinKQCL™ calcula la concentracién de endotoxina
correspondiente a partir del tiempo de reaccién de dicha muestra.
El software ajusta automaticamente el valor final del resultado de la prueba
para tener en cuenta cualquier posible dilucién del producto.
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Correlacion lineal

Ejemplos de calculo

Tiempo mediode  Log concen- Log tiempo me-
Patrones Concentracién reaccién (seg) tracion dio de reaccién
Control negativo ~ — Sin reaccion — —
S1 0,005 UE/ml 4351 -2,30103000 3,63858908
S2 0,05 UE/ml 2496 -1,30103000 3,39724458
S3 0,5 UE/ml 1406 -0,30103000 3,14798532
S4 5,0 UE/ml 895 0,69897000 2,95182304
S5 50,0 UE/ml 561 1,69897000 2,04896286
Muestras
1 — 1576 — 3,19755621
2 - 943 — 2,97451169

Pendiente = (S—y)r
Sx

Interseccion Y =2y /N — (Zx/N x pendiente)

_ N2xy - (2x](2y)

'
N(N-1)SxSy

Concentracion de endotoxina = antilog [

x =log,, concentracion de endotoxina en UE/ml

y =log,, tiempo de reaccién medio.
N = Numero de patrones utilizados.

2x=Suma de log  concentracién de los patrones utilizados en UE/ml.

2y = Suma de log,  tiempo de reaccion.

pendiente

tiempo de reaccién medio — interseccion Y]

2xy =Suma de log, tiempos de concentraciones patrén log | tiempos de reaccién max.
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Sx = Desviacién estandar de x = N_Zx2 - (Ex)°
N(N-1)

Sy = Desviacién estandar de y = _NZUQ -(Zy)*
N(N-1)

Célculos con datos de ejemplo:
N=5
Zx= -1,50514998 = (-2,30103000 - 1,30103000 - 0,30103000
+0,69897000 + 1,69897000)
2y= 15,88460488 = (3,63858908 + 3,39724458 + 3,14798532
+2,95182304 + 2,74896286)
2xy = -7,00641653 =(-2,30103000 x 3,63858908) + (-1,30103000 x 3,39724458)
+(-0,30103000 x 3,14798532)
+(0,69897000 x 2,95182304)
+(1,69897000 x 2,74896286)
Sx=1,58113883
Sy=0,35225503
= 5(-7,00641653) - (-1,50514998) (15,88460488] _
5(5-1)(1,58113883)(0,35225503)

-0,99857152

0,35225503

x-0,99857152 = -0,22246740
1,58113883

Pendiente =

Interseccion Y =

15,38460488 _[-1,50514998
5 5
=3,17692098 - [(-0,30103000) x (-0,22246740) ] = 3,10995162

[-0,22246?40]]

Muestra 1 Muestra 2
Concentracién de endotoxinas Concentracién de endotoxinas
. 3,19755621 - 3,10995162 . .
UE/m! = antilog [ ] UE/ml = antilog [2,9?451169 3,10995162]
-0.22246740 -0,22246740
= antilog (-0,39378622) =antilog (0,60880796)
=0,404 EU/ml =4,063 EU/ml
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POWERCURVE™

Si el valor absoluto del coeficiente de correlacion (r) es 20,980, puede
emplearse un modelo polindmico para crear una curva patron y predecir
las concentraciones de endotoxina de las muestras a analizar. Se ha
determinado que este modelo polinémico (POWERCURVE™) mejora la
precision de prediccién de las concentraciones de endotoxina en todo el
intervalo de endotoxina (5-log). El uso del modelo POWERCURVE™ requiere
la utilizacién del software WinKQCL™.

Al usar POWERCURVE™, se genera una curva patrén mediante los valores
de tiempo de reaccion log, y su correspondiente concentracion de
endotoxinas log,, para definir una ecuacion polinémica. El orden de la
ecuacién polinémica empleada para generar la curva de regresién viene
determinado por el nimero de patrones de endotoxina en el ensayo. El
orden del polinomio sera siempre uno menos que el nimero de patrones de
endotoxina con un maximo de un polinomio de cuarto orden para ensayos
con cinco 0 mas patrones de endotoxina y un minimo de un polinomio de
segundo orden para ensayos con tres patrones.

Se hallan soluciones a estas ecuaciones polindmicas rapidamente con el
software WinKQCL™POWERCURVE™. La informacién abajo proporcionada es
un ejemplo de una solucién a una ecuacién polinédmica que usa el mismo
conjunto de datos del ejemplo de correlacidn lineal de la pagina 18.
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Modelo polinémico (POWERCURVE™)
A+ BX +CX? + DX3 + EX*

= 3,0837355
-0,2043195
= 0,0289368

= -0,0059597

m o o w p=d =<
1}

= -0,0050336

Los pardmetros de la curva patrén aparecen en laimpresion del informe. El
software WinKQCL™ POWERCURVE™ utiliza estos parametros para calcular
la concentracién de endotoxina correspondiente a partir del tiempo de
reaccién de cada muestra. El software ajusta automaticamente el valor
final del resultado de la prueba para tener en cuenta cualquier posible
dilucién del producto.

Es importante sefialar que el modelo polinémico de POWERCURVE™ NO
PUEDE emplearse para ensayos de cualificacién inicial. Todavia debe
utilizarse la regresioén lineal en esos casos. Adicionalmente, el modelo
polinémico de POWERCURVE™ solo se ha evaluado con los reactivos Kinetic-
QCL™y PYROGENT™-5000 suministrados por Lonza.
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Inhibicién del producto

Lainhibicién del producto se da cuando algunas sustancias de la muestra
a analizar interfieren con la reaccion LAL. En el ensayo Kinetic-QCL™, esta
inhibicién resulta en un tiempo de reaccion mayor e indica concentraciones
menores de endotoxina que los que en realidad puedan haber en la muestra
aanalizar. Esta ausencia de inhibicién del producto debe determinarse en
cada muestra especifica, ya sea sin diluir o con una dilucién adecuada.

Para verificar la ausencia de inhibicién del producto, se afiade una cantidad
conocida de endotoxina a una alicuota de la muestra a analizar (o una
dilucién de la muestra a analizar).

Se recomienda que la adicién de endotoxina resulte en una concentracion
de endotoxina final de la muestra igual a 0,5 UE/ml. En las muestras que
puedan contener una concentracién de endotoxina de base >1 UE/ml, la
adicién de endotoxinas debe resultar en una concentracion de endotoxina
final de 5,0 UE/m.

En un ensayo de inhibicién/potenciacién, la solucién a la que se ha
afiadido endotoxina (CPP) se analiza junto a la muestra a la que no
se ha afadido nada, y se calculan automaticamente sus respectivas
concentraciones de endotoxina, asi como la endotoxina recuperada en la
muestra a la que se afiadié endotoxina. La endotoxina recuperada debe
ser igual que la concentracién conocida del afiadido entre 50 y 200 %°.
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Puede prepararse una alicuota del afiadido de la muestra a analizar (o
dilucién), aligual que en uno de los siguientes ejemplos:

Método en tubo

Transfiera 50 mcl de la solucién de 50,0 UE/ml en 4,95 ml de la muestra
a analizar (o dilucién). Esta solucién contiene una concentracién de
endotoxina de 0,5 UE/ml en la muestra a analizar (o dilucion). Esta muestra
debe mezclarse enérgicamente en un agitador tipo vértex durante un
minuto antes de su uso.

Transfiera 100 mcl de esta solucién a una placa de 96 pocillos, tal y como
indica la plantilla del ensayo.

Método en placan.1

Transfiera 10 mcl de la solucién de 5,0 UE/ml en cada uno de los pocillos
CPP de la placa de 96 pocillos, tal y como indica la plantilla del ensayo.
En estos pocillos, afiada 0,1 ml de la muestra a analizar (o dilucion).
Cada pocillo contendra ahora una solucién de 0,5 UE/ml. Mezcle con
delicadeza dando golpecitos en el lateral de la placa.
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Método en placan.’2

Coloque 0,1 ml de la muestra de prueba (o dilucién) en los pocillos CPP de
la placa de 96 pocillos, tal y como indica la plantilla del ensayo. Afiada en
estos pocillos 10 mcl de la solucién de 5,0 UE/ml. Cada pocillo contendra
ahora una solucién de 0,5 UE/ml. Mezcle con delicadeza dando golpecitos
en el lateral de la placa.

Siresulta que la muestra a analizar (o dilucién) es inhibidora a la reaccién
Kinetic-QCL™, la muestra puede requerir una mayor dilucién hasta que se

supere la inhibicidn.

Ejemplo: determinacién de una dilucién no inhibidora.

Dilucién de la muestra Endotoxina recuperada
1/10 0,125 Inhibidora

1/20 0,212 Inhibidora

1/40 0,550 No inhibidora

Inicialmente, quizas se desee examinar la inhibicién del producto probando
diluciones al 1/10 de la muestra a analizar. Una vez se determine la dilucién
no inhibidora aproximada, puede hallarse la dilucién exacta probando
diluciones al 1/2 alrededor de esta dilucién.
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Limitaciones e indicaciones

El grado de inhibicién o potenciacién dependera de la concentracion del
producto. Si hay que analizar varias concentraciones del mismo producto,
serd necesario establecer caracteristicas de rendimiento para cada una
por separado.

Pueden hallarse patrones de inhibicién o de potenciacién distintos a los
hallados en la prueba tradicional de gelificacién de LAL.

Puede ser necesario ajustar el pH de la muestra entre 6,0 y 8,0 con hidréxido
de sodio o &cido clorhidrico sin endotoxinas para superar la inhibicidn.

Muestras coloreadas

Como la lectura de absorbancia inicial de cada pocillo se usa como su propio
blanco, las muestras con un color significativo por simismas no presentan
un problema especial. Si el color de fondo es > 1,5 unidades de absorbancia,
entonces la muestra debe diluirse y reanalizarse.
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Curva estandar archivada

El software WinKQCL™ puede ejecutarse utilizando una curva patrén
archivada. Siempre que los nimeros actuales de lote del reactivo Kinetic-
QCL™, el agua reactivo LAL y la endotoxina, asi como los parametros del
lector de microplacas correspondan con los utilizados para generar la curva
patron vélida archivada, esta puede utilizarse en lugar de colocar nuevos
patrones de endotoxina en la placa de 96 pocillos.

Si se utiliza una curva patrén archivada, debe analizarse un solo control
patrén que contenga una concentracion de endotoxina igual al punto medio,
en base de log, entre la concentracion de endotoxina de los patrones de
endotoxina mayor y menor de la curva patron archivada. La concentracién
de endotoxinas predicha debe estar +25 % de su propio valor.

Por ejemplo, en un ensayo dentro de una curva patrén que cubra de 50,0 a
0,005 UE/ml, debe analizarse un control-patrén igual a 0,5 UE/ml.

log 50,0 = 1,6990
log 0,005 = -2,3010
log promedio = -0,3010
antilog -0,3010 = 0,5

En un ensayo dentro de una curva patrén que cubra de 1,0 a 0,01 UE/ml,
debe analizarse un control-patrén igual a 0,1 UE/ml.

log 1,0 = 0,0000
log 0,01 = -2,0000
log average = -1,0000
antilog -1,0000 = 0,1
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Correlacién con otros métodos

La FDA (Administracidn de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU.] regula
el uso oficial de las pruebas de LAL en los Estados Unidos. La concentracion
de las distintas preparaciones de endotoxina varia tanto en la prueba
tradicional con gel como en el método cromdgeno tradicional. El patrén de
endotoxina incluido en este kit se ha comparado con la endotoxina patrén
de referencia (EPR) de la USP [Farmacopea Estadounidense) mediante
el ensayo Kinetic-QCL™, y la concentracién es de 50,0 UE/ml cuando se
reconstituye con el volumen especificado en el certificado de analisis
especifico del lote. La curva de calibracién diluida a partir de este patrén
presentara un intervalo de 0,005 a 50,0 unidades de endotoxina/ml en
relacién a la EPR. Sin embargo, debe recordarse que la prueba tradicional
con gel se estandariza con diluciones al 1/2, con lo que las variaciones
pareceran bastante grandes en comparacion con las de la prueba Kinetic-
QCL™ en la que la estandarizacion es continua y las variaciones son
minimas.

Nota para nuestros clientes internacionales

Otras agencias reguladoras pueden adoptar otros estandares de
rendimiento que deberan satisfacerse para lograr la conformidad en sus
jurisdicciones.
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