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PYROCHROME®

for the Detection and Quantification of Gram Negative
Bacterial Endotoxins (Lipopolysaccharides)

The Limulus amebocyte lysate (LAL) test, when used according to U.S. Food and
Drug Administration (FDA) guidelines (1), may be substituted for the U.S.
Pharmacopeia (USP) Pyrogen Test (rabbit fever test) for the end-product testing of
“human injectable drugs (including biological products), animal injectable drugs, and
medical devices.” The LAL test is recommended for the quantitation of endotoxin in
raw materials used in production, including water, and for in-process monitoring of
endotoxin levels. The USP Bacterial Endotoxins Test (2) is the official LAL test
referenced in specific USP monographs and is harmonized with equivalent chapters in
European Pharmacopoeia (EP) (3) and the Japanese Pharmacopoeia (JP) (4).

Summary of Test

Limulus amebocyte lysate is an aqueous extract of blood cells (amebocytes) from
the horseshoe crab Limulus polyphemus. In the presence of endotoxin, factors in LAL
are activated in a proteolytic cascade that results in the cleavage of a colorless artificial
peptide substrate present in Pyrochrome® LAL. Proteolytic cleavage of the substrate
liberates para-nitroaniline (pNA), which is yellow and absorbs at 405 nm. The test is
performed by adding a volume of Pyrochrome® to a volume of specimen and
incubating the reaction mixture at 37°C. The greater the endotoxin concentration in
the specimen, the faster pNA will be produced. Pyrochrome® can be used to quantify
endotoxin concentration in two ways (5). In the kinetic method, the time taken to
reach a particular absorbance at 405 nm (the onset time) is determined. Higher
endotoxin concentrations give shorter onset times. The assay requires specialized
instrumentation to incubate multiple samples at a controlled temperature (usually
37°C) and to take optical density readings at regular intervals. Standard curves may be
constructed by plotting the log onset time against the log concentration of standard
endotoxin and are used to calculate endotoxin concentrations in specimens.
Alternatively, in the endpoint chromogenic method, the amount of pNA released can
be measured following a fixed incubation period. A standard curve, consisting of
measured optical density plotted against known standard endotoxin concentration, is
used to determine concentrations in specimens. For samples that absorb at 405-410
nm, a diazo-coupling modification may be used. In this method, pNA (formed during
the endpoint chromogenic method) is reacted with nitrite in HCI and then with
N-(1-Naphthyl)-ethylenediamine (NEDA) to form a diazotized magenta derivative
that absorbs at a range between 540-550 nm.

Pyrochrome® test methods are rapid, specific, easy to perform, and highly
sensitive. The detection limit depends on the method and instrumentation used and
may be as sensitive as 0.001 Endotoxin Units (EU) per mL.

History and Biologic Principle

Howell described the clotting of Limulus blood in 1885 (6). In the 1950’s, at the
Marine Biological Laboratory, Woods Hole, MA, Bang discovered that gram negative
bacteria cause Limulus blood to clot (7). Levin and Bang later determined that the
reaction is enzymatic and that the enzymes are located in granules in the amebocytes
(8, 9). They showed that clotting is initiated by a unique structural component of the
bacterial cell wall called endotoxin or lipopolysaccharide (10). Current understanding
is that the reaction consists of a cascade of enzyme activation steps terminating in the
cleavage of the protein, coagulogen. The insoluble cleavage product of coagulogen
(coagulin) coalesces by ionic interaction. If sufficient coagulin forms, turbidity
appears followed by the formation of a gel-clot. This interaction forms the basis of an
assay for endotoxin termed the Limulus amebocyte lysate (LAL) test. In 1977, Japanese

investigators discovered that endotoxin-activated LAL would also cleave small
chromogenic peptides which contained an amino acid cleavage site similar to
coagulogen and the chromophore, paranitroanilide (11). Cleavage results in the
release of pNA, which is yellow and absorbs light at 405 nm. In this chromogenic
adaptation of the LAL assay, coagulogen concentration is reduced by dilution to
minimize interference when chromogenic substrate is added to the LAL. Thus, when
endotoxin is added to chromogenic LAL reagent, a color is formed in preference to
turbidity or a gel-clot. In all versions of the LAL assay (gel-clot, turbidimetric, and
chromogenic), the greater the amount of endotoxin present, the faster the endpoint
(gel-clot, turbidity, or color) develops. More information about the LAL assay types,
reaction, and applications is available in the literature (12, 13, 14).

Reagent

Pyrochrome® is packaged at 3.2 mL/vial in lyophilized form. It contains an
aqueous extract of amebocytes of Limulus polyphemus, stabilizer, salts, buffer and
chromogenic substrate.

Pyrochrome® is not labeled with a specific sensitivity. Sensitivity in a given test
(designated 2) is the lowest endotoxin concentration used to construct the standard
curve. The greatest sensitivity, &, of Pyrochrome® is 0.001 EU/mL in a kinetic assay and
0.005 EU/mL in an endpoint assay. Pyrochrome® is for in-vitro diagnostic purposes
only. It is not intended for the diagnosis of endotoxemia in humans. The toxicity of
Pyrochrome® has not been determined. However, prolonged or repeated contact of
LAL with the skin has resulted in a Type I allergic reaction in some individuals (15).
Thus, caution should be exercised when handling Pyrochrome®.

Reconstitution Procedure:

1. Gently tap the vial of Pyrochrome® to cause loose material to fall to the bottom.
Break the vacuum by lifting the gray stopper. Do not contaminate the mouth of the
vial. Remove and discard the stopper; do not inject through or reuse the stopper. A
small amount of LAL powder remaining on the stopper will not affect the test.

2. Reconstitute Pyrochrome® with 3.2 mL Pyrochrome® Buffer or Glucashield® buffer
(available separately from Associates of Cape Cod, Inc.). To obtain a sensitivity of
0.001 EU/mL in a microplate reader, it is necessary to reconstitute Pyrochrome®
with Glucashield®. This sensitivity can be attained with either Pyrochrome®
reconstitution buffer or Glucashield® buffer in a tube reader. The pellet will take a
few minutes to go into solution, therefore, rehydrate at least 5 minutes prior to use.
Swirl vial to insure homogeneity but avoid vigorous mixing that may cause
excessive foaming and a loss of sensitivity. Cover the vial with Parafilm M® and
store cold (2-8°C) when not in use. Pyrochrome® must be used within 8 hours of
reconstitution.

Storage Conditions

Lyophilized Pyrochrome® is relatively stable and, if stored properly, will retain full
activity through the expiration date on the label. Store the product at 2-8°C.
Temperatures in excess of 37°C can cause rapid deterioration of lyophilized
Pyrochrome® as evidenced by loss of sensitivity and a distinct yellowing of the
product. Pyrochrome® is shipped in insulated containers to protect against high
temperatures. Pyrochrome®, prior to reconstitution, is light sensitive and should be
stored in the dark.

Reconstituted Pyrochrome® is usually clear and slightly opalescent. An occasional
lot will exhibit a slight, uniform turbidity. The presence of small fibers or strands does
not indicate contamination nor affect activity; however, flocculent precipitation or a
distinct yellow color indicates deterioration and the reagent should not be used.
Reconstituted Pyrochrome® is less stable than the lyophilized product; vials may be
held for up to 8 hours at 2-8°C. Note that it may be necessary to use freshly
reconstituted reagent to obtain maximum sensitivity. Reconstituted Pyrochrome®
cannot be frozen.

Specimen Collection and Preparation

Specimens should be collected aseptically in containers that are free of detectable
endotoxin. Reused, depyrogenated glassware or sterile, disposable, polystyrene or
polyethylene terephthalate (PET) plastics are recommended to minimize adsorption
of endotoxin to container surfaces. Not all plastic containers are free of detectable
endotoxin. In addition, extractable substances from some plastics may interfere with
the test. Labware should be tested for acceptability by randomly selecting containers
from a batch, rinsing them with a small volume of LAL Reagent Water (LRW) at room
temperature for one hour, and testing the rinse as a specimen. The rinse should
contain significantly less endotoxin than the lowest standard concentration to be used.
Also, the rinse should neither inhibit nor enhance the test as determined by recovery
of a known amount of added endotoxin. The pH of the reaction mixture (a volume of

specimen or specimen dilution mixed with an equal volume of Pyrochrome®) should
be 6 to 8. Adjust the pH of the specimen with HCI, NaOH, or buffer (free of detectable
endotoxin). Dilute concentrated HCl or NaOH with LRW to an appropriate
concentration and use a volume that will not lead to significant dilution of the test
specimen. If a precipitate forms in the sample upon pH adjustment, dilute the sample
(not to exceed the MVD - see “Limitations of Procedure”) before adjusting the pH. Do
not adjust the pH of unbuffered saline or water. Note that dilution alone may
overcome pH problems.

Substances that denature proteins, chelate ions, bind endotoxin or alter endotoxin’s
hydrophobic state may interfere with the test. Interference may be detected as
recovery of significantly more or less endotoxin than expected when a known amount
of standard endotoxin is added to the specimen (see “Limitations of Procedure”). In
most cases, dilution of the specimen will reduce the concentration and activity of
interfering substances and still yield valid test results. Appropriate controls and
dilution schemes are discussed under “Test Procedure.” Specimens should be tested as
soon as possible after collection. It may be advisable to freeze non-sterile specimens
that will be stored or shipped before testing. Specimens expected to contain low
concentrations of endotoxin should be tested for loss of endotoxin during storage.

Test Procedure
Test Reagents Supplied with Pyrochrome®

1. Pyrochrome® (see description under Reagent and Reconstitution Procedure above).

2. Pyrochrome® Reconstitution Buffer (catalog number C1500 only). Use the buffer to
reconstitute Pyrochrome® as described above.

3. Glucashield® Reconstitution Buffer (catalog number CG1500 only). Use the buffer
to reconstitute Pyrochrome® as described above.

4. Control Standard Endotoxin (CSE) - Diazo kit (CD060) only: Each vial of CSE
contains 10 ng. Reconstitute CSE with the volume specified on the Certificate of
Analysis (C of A, which gives the potency of the CSE). CSE has been specially
formulated to go into solution rapidly. After adding LRW, vortex the vial for 30-60
seconds. CSE is then ready for use. If not used immediately, vortex the vial for 30
seconds prior to use. Then make appropriate dilutions to achieve the desired
endotoxin concentrations. Vortex between dilutions. Reconstituted CSE is stable
for seven days when stored between 2 and 8°C. Do not freeze reconstituted CSE.

Each vial of CSE contains endotoxin whose activity has been determined with
respect to the U.S. Reference Standard Endotoxin (RSE) and is stated on the C of A.
USP Endotoxin Reference Standard (identical to RSE) may be obtained from the
U.S. Pharmacopeial Convention, Inc.

Note: The C of A and the potency stated on it are specific to a combination of
Pyrochrome® and CSE lot. A given lot of CSE may show different potencies (EU/ng)
when tested with different lots of Pyrochrome® or with Pyrotell or Pyrotell-T.
Similarly, different lots of CSE will likely have different potencies when tested with
the same lot of Pyrochrome®. Be sure to use the correct C of A and potency.

Use CSE for preparation of standard endotoxin concentrations from which to
construct standard curves, for positive controls and for positive product
(interference) controls. Do not use this 10 ng/vial CSE as a depyrogenation control.

5. Diazo reagents - Diazo kit (CD060) only: Vial 1a, HCI; Vial 1, Sodium Nitrite; Vial 2,
Ammonium sulfamate; Vial 3, NEDA. Reconstitute Vial 1 with entire contents of
Vial 1a; reconstitute Vial 2 with 4 mL of water; and reconstitute Vial 3 with 4 mL of
water. See item 5 below for grade of water required.

Test Reagents Not Supplied with Pyrochrome®

1. Control Standard Endotoxin (CSE). (Associates of Cape Cod, Inc., catalog number
EC010). Reconstitute CSE with the volume specified on the Certificate of Analysis
(C of A, which gives the potency of the CSE) and as directed in the package insert.
Follow the directions in the insert for use and storage of standard endotoxin. The
potency of the CSE has been determined with respect to the U.S. Reference
Standard Endotoxin (RSE) and is stated on the C of A. USP Endotoxin Reference
Standard (identical to RSE) may be obtained from the U.S. Pharmacopeial
Convention, Inc. Note: The C of A and the potency stated on it are specific to a
combination of Pyrochrome® and CSE lot. A given lot of CSE may show different
potencies (EU/ng) when tested with different lots of Pyrochrome®, Pyrotell, or
other brands of LAL reagent (1). Similarly, different lots of CSE will likely have
different potencies when tested with the same lot of Pyrochrome®. Be sure to use
the correct C of A and potency.

Use CSE to prepare dilutions of standard endotoxin from which to construct standard
curves, for positive controls and for positive product (interference) controls.
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LAL Reagent Water (LRW). Recommended sources include Associates of Cape Cod,
Inc. (various sizes and packaging configurations available). Commercially available
USP Sterile Water for Injection (sterile WFI) without bacteriostat or USP Water for
Irrigation may be used provided that they have been shown to be acceptable for
use as an LRW. The endotoxin limit for USP sterile WFI is only 0.25 EU/mL;
therefore, sterile WFI may contain detectable endotoxin and be unsuitable for use.

To certify that water is acceptable as an LRW, test it as a specimen with a positive
product control (see item 1.c. in the section on “Controls”). Use certified LRW to
make dilutions of standards, and to prepare positive controls (see items 1.a. and
1.b. under “Controls”). Construct a standard curve from the onset times or
endpoint assays for the standards. The correlation coefficient should be at least
0.980 (absolute value). The endotoxin concentration of the water being tested can
be estimated by extrapolation of the standard curve below the lowest endotoxin
concentration and should be significantly less than that of the lowest standard. In
addition, the endotoxin concentration of the positive product control should be
within + 25% of that of a positive control.

Glucashield® Buffer. Available from Associates of Cape Cod, Inc. (catalog number
GBO051) can be used in place of Pyrochrome® Reconstitution Buffer to overcome
interference from (1-3)-B-D-glucans.

50% acetic acid (for endpoint method). Prepare by adding a volume of glacial acetic
acid to an equal volume of distilled or reverse osmosis (RO) water (LRW, see 2.
above, may be used but is not required).

Water (for reconstitution of diazo-coupling reagents only). Any laboratory source of
distilled (including LRW), deionized, or reverse osmosis water is acceptable. This water
does not need to be endotoxin-free as it is used solely for diazo-coupling chemistry.

Materials and Equipment
Microplates. 96-well, covered microplates (available from Associates of Cape Cod,
Inc., catalog number CA961). Plates should be certified or tested for endotoxin
and/or glucan contamination and should not cause inhibition or enhancement.
Check microplates before use and discard if scratches or other optical interference
is observed on or in the bottoms of the wells.

Reaction tubes. Kinetic assays can be run in an incubating tube reader such as the
Pyros Kinetix® Flex using 8 x 75 mm, depyrogenated, borosilicate glass culture
tubes (Associates of Cape Cod, Inc. catalog number TK100). The end-point assays
can also be run in 8 x 75 mm or 10 x 75 mm, depyrogenated, borosilicate glass
culture tubes (Associates of Cape Cod, Inc. catalog numbers TK100 and TB050
respectively).

Optical reader capable of reading at 405 nm, or at 540-550 nm for the diazo
method. For the kinetic method, use an incubating microplate reader, such as the
BioTek® ELx808™ or the Molecular Devices VersaMax™, or a tube reader such as
the Pyros Kinetix® Flex tube reader (Associates of Cape Cod, Inc. catalog numbers
PKF32, PKF64 and PKF96).

For the endpoint method, use a microplate reader to read microplates or, if
running the test in tubes, a spectrophotometer with appropriate cuvettes.
Incubator capable of maintaining 37+1°C (required for the endpoint methods
only). A dry block incubator for microplates (or tubes, as appropriate) is
recommended. (A water bath can be used for the endpoint test tube method.)
Incubators should be shown to have a uniform heat distribution.

Test tube racks to hold and/or incubate dilution and reaction tubes.

Pipets, micropipets with pipet tips (multichannel pipettors are useful when using
microplates), or repeating pipettors with plastic syringe barrels. Disposable pipets
and tips free of interfering endotoxins and glucans are recommended. Associates
of Cape Cod, Inc., offers the Pyroclear® line of products, which are certified to be
free of interfering endotoxins and glucans.

Vortex-type mixer.

Parafilm M® (American National Can™). The side in contact with the paper
backing is typically free of detectable endotoxin.

Test tubes that are free of interfering endotoxin with adequate capacity for making
dilutions of endotoxin standard or test specimen. See “Specimen Collection and
Preparation” for containers suitable for dilutions.

. Hot-air oven with capacity to heat to at least 250°C for depyrogenation of glassware.

Commonly used depyrogenation cycles assure that all articles in the oven are
exposed to minimum time and temperature of 30 minutes and 250°C (2, 16, 17).

Controls
Controls are necessary to insure a valid test. Recommended procedures are
detailed by the FDA (1) and USP (2), EP (3) and JP (4).

1. Endotoxin controls.

a. Endotoxin standard series. Prepare a fresh set of dilutions from the stock
endotoxin solution for each test. Do not use previously prepared and stored
dilutions unless you have demonstrated the stability of that range of concentrations.
Make dilutions in a geometric series to give the range of endotoxin concentrations
required. Twofold dilutions are recommended for endpoint methods; greater
dilutions can be used for the kinetic method. The lowest endotoxin concentration
in any standard series is the detection limit of that particular test and is designated
A (Note: detection limits of 0.005 and 0.001 EU/mL are possible with Pyrochrome®
in endpoint and kinetic tests respectively). To get to the range of standards
required, use as few dilutions as possible with appropriate pipet volumes to
maximize accuracy. Dilutions can be made in glass or suitable plastic test tubes or
directly in a microplate. Maximum concentrations detected with Pyrochrome® are
method dependent. For guidance, see the recommended incubation times
available for Pyrochrome®.

b. Positive control (a single standard endotoxin concentration) should be included if
the standard series (see a. above) is not prepared in the same way as the positive
product controls (see c. below). The endotoxin concentration of the positive
control should equal that of a standard from the middle of the standard curve. A
value of 0.5 EU/mL would be appropriate for positive controls included with a
standard series consisting of 0.005, 0.05, 0.5, 5 and 50 EU/mL. If a standard series
is not included in a test, a positive control must be included to verify that it is
appropriate to use the parameters of a previous (archived) standard curve to
calculate endotoxin concentrations. Refer to the FDA guideline (1) under Routine
Testing of Drugs by the LAL Test for details. The positive control should be prepared
in water in the same manner as the PPC in product.

c. Positive product controls are inhibition/enhancement controls and consist of the
specimen or dilution of specimen to which standard endotoxin is added. The
concentration of added endotoxin in the test specimen should be the same as that
of the positive control. See section b. above for selection of the appropriate
endotoxin concentration for the positive product control. The added endotoxin is
frequently referred to as a “spike.”

2. Negative controls.
LRW negative controls should be included with each test.
Specimen Preparation - Determination of Test Dilution

If a test protocol has been developed previously for the type of specimen under
test, make the necessary dilution for the assay and proceed as directed under
“Performing the Test.” If a protocol has not been developed for the specimen type,
make a series of tenfold dilutions of the specimen. Do not exceed the Maximum Valid
Dilution of the product by more than a factor of 10. (Refer to “Limitations of
Procedure” below or the FDA Guideline (1) for explanation and calculation of
Maximum Valid Dilution (MVD) and Minimum Valid Concentration (MVC). Prepare
appropriate dilutions of all specimens with a positive product control for each one.

Performing the Test
Consistent technique is necessary to obtain satisfactory results. All controls and
specimens should be tested in at least duplicate. Care should be taken to avoid
contamination when setting up the test. Equipment should be appropriately calibrated
and qualified to assure uniform incubation temperatures.

1. Prepare test instrumentation as necessary. In an automated system this usually
involves entering sample descriptors, setting test parameters, and turning on the
incubator set at 37°C.

2. Add to the reaction vessel the appropriate volume of sample (negative control,

endotoxin standard, specimen or positive product control) to give the appropriate
ratio when Pyrochrome® is added (see 3. below).
Tests run in a microplate reader: a 1:1 lysate to sample ratio is used. For optimal
performance, use a volume of 0.05 mL of sample for any such method (kinetic,
endpoint or diazo-coupling). Alternatively, 0.1 mL may be used for the kinetic and
endpoint methods, though use of 0.05 mL is recommended to attain maximum
sensitivity or for a wide range standard curve (greater than three log range).

Tests run in the Pyros Kinetix® Flex tube reader: a lysate to sample ratio of either 1:1

or 1:4 may be used. A sample volume of 0.1 mL is required for tests run using a 1:1
ratio of Pyrochrome® LAL reagent to sample. For tests in the Pyros Kinetix® Flex
tube reader in which a 1:4 ratio of Pyrochrome® LAL reagent to sample is used, the
sample volume should be 0.2 mL.

3. Add Pyrochrome® as appropriate for the method and mix. Failure to mix
adequately is a common cause of unsatisfactory tests. Most platereaders have a
shake function.

a. For a microplate, a 1:1 lysate to sample ratio is used and the volume of
Pyrochrome® added is equal to the sample volume (see 2. above; typically 0.05
mL). Add Pyrochrome® as rapidly as possible to all samples and mix from 5 to
30 seconds. Either put the plate on an incubator block (for an endpoint test) or
into an incubating microplate reader (for a kinetic test).

b. For methods using individual reaction tubes or cuvettes, the volume of
Pyrochrome® added can either be equal to the sample volume (0.1 mL in a
Pyros Kinetix® Flex tube reader) or one quarter for the sample volume (0.05 mL
in a Pyros Kinetix® Flex tube reader). Importaint: the reaction time should be
the same for all tubes. In the case of the Pyros Kinetix® Flex tube reader, the
instrument detects the reaction tube upon insertion and initiates timing. To
each reaction vessel in turn, add Pyrochrome®, mix for approximately 2
seconds and place the vessel into the incubating device (for endpoint tests) or
tube reader (for kinetic tests).

Regardless of whether microplates or reaction tubes are used, a repeating
pipettor is convenient for adding Pyrochrome®.

Care should be taken to avoid contaminating the vial of Pyrochrome® when
handling the reagent.

4. Read the test.

a. For the kinetic method, allow the test to run until all samples have incubated
for significantly longer than the time required for the lowest standard endotoxin
concentration to reach the onset OD405. Automated test systems will usually
terminate the test after a preset period. Request recommended incubation
times for guidance.

b. For the endpoint method, time the incubation precisely, remove the plate or
reaction tubes from the incubator, stop the reaction by adding 50% acetic acid
(volume sulfficient to give a final concentration 10% acetic acid; use 0.025 mL
for sample/Pyrochrome® volumes of 0.05 mL) and read the optical density
(OD) in a spectrophotometer or microplate reader (as appropriate) at 405 nm.
The test should be set up and read so that the incubation time for each sample
is the same (within +30 seconds). The incubation period depends on the
endotoxin concentration range desired and is likely to vary with different lots of
Pyrochrome®. Preliminary tests may be necessary to determine the correct
incubation period. See the recommended incubation times for guidance.

c. For the endpoint method with diazo-coupling, remove the reaction tubes or
plate from the incubator, stop the reaction by adding 0.05 mL of solution 1
(sodium nitrite reconstituted with HCI). Agitate the plate to mix. Using a new
pipette tip, add 0.05 mL of solution 2 (ammonium sulfamate) to each reaction
well and mix. Finally, add 0.05 mL of solution 3 (NEDA) to each well with a new
pipette tip and mix. Full color (magenta) should develop immediately. Read the
test at 540-550 nm. The test should be set up and read so that the incubation
time for each sample is the same (within +30 seconds). The incubation period
depends on the endotoxin concentration range desired and is likely to vary with
different lots of Pyrochrome®.

Preliminary tests may be necessary to determine the correct incubation period.

Results

1. Preliminary calculations.
For the kinetic method, determine the time taken for specimens to reach a particular
optical density threshold (usually 0.03 OD units) after any data corrections have
been made. Optical density readings must be relative to an initial reading taken to be
zero OD units. Many microplate readers have software packages that perform these
calculations. The time taken to reach the OD value is called the onset time.

2. Construct a standard curve.

a. For the kinetic method, construct a standard curve by regression of the log
onset time on the log endotoxin concentration for the standards. The equation
for the regression line describes the standard curve.

Provided that the absolute value of the correlation coefficient for the standard
curve is at least 0.980 (see point 2. under Interpretation below), a second
degree/order polynomial (i.e. quadratic) regression line equation may be used
to calculate endotoxin concentrations.

b. For the endpoint method, construct a standard curve by plotting optical
density readings against standard endotoxin concentrations.

3. Calculate the end in rations.

Calculate endotoxin concentrations of all specimens (including standards
and controls) using the equation for a straight line Y = aX + b rearranged as
X=(Y-b)/a

where:
Y =log onset time (kinetic method), or optical density (endpoint method)

X: Kinetic method: X = log endotoxin concentration (it is necessary to determine
the antilog of X to obtain the endotoxin concentration)
Endpoint method: X = endotoxin concentration

a = slope of the line
b = the Y intercept

Multiply the endotoxin concentration calculated from the standard line by the
dilution of the sample to express the concentration in terms of the original,
undiluted sample.

These calculations are commonly performed by endotoxin testing software.

Interpretation
1. In order for a test to be valid, the endotoxin concentration of negative controls
(estimated by extrapolation of the standard curve) should be significantly less than
that of the lowest standard concentration.

2. The correlation coefficient for the standard curve included with the test should
have an absolute value of at least 0.980.

3. The mean measured endotoxin concentration of positive controls (for verification
of an archived curve) must be within 25% of the nominal concentration. Thus, if
the positive control is 0.125 EU/mL, the measured concentration must be between
0.09375 and 0.15625 EU/mL.

4. Endotoxin concentrations can only be reported for the range from the lowest to the
highest standard endotoxin concentration. Results for specimens that lie outside of
this range should be reported as either less than the lowest standard concentration
(not detectable) or greater than the highest standard concentration.

For the endpoint method, valid endotoxin concentrations can only be calculated
from OD values that lie on the linear portion of the standard curve.

5. Inorder to demonstrate that the specimen does not significantly interfere with the
LAL/endotoxin reaction, the measured endotoxin concentration of the positive
product control must be within 50 to 200% of the nominal concentration of the
added endotoxin ‘spike.” Before determining whether the spike is recovered within
these limits, subtract the endotoxin concentration measured in the (unspiked)
specimen. For example, in order to be considered free of significant interference,
the measured endotoxin concentration in a 0.125 EU/mL positive product control
(after subtraction of any endotoxin in the unspiked specimen) must be within the
range 0.0625-0.25 EU/mL (50 to 200% of 0.125 EU/mL). If the measured endotoxin
concentration in the unspiked specimen is 0.028 EU/mL and that in the positive
product control is 0.163 EU/mL, the endotoxin attributable to the spike is 0.163 —
0.028 = 0.135 EU/mL. This is within the range and subject to other requirements
being met; the test of the sample is valid.

Limitations of Procedure
The procedure is limited by the extent of the inhibition or enhancement capacity
of the specimen under test. If the procedure cannot be validated (1, 2) at a specimen
concentration that is greater than the minimum valid concentration (MVC), then the
bacterial endotoxins test using LAL reagent cannot be substituted for the USP Pyrogen
Test. The MVC is calculated as follows:

) (specimen dose
MVC = (1) (spe )

(endotoxin tolerance limit)

where A is in EU/mL, specimen dose is in units per kg body weight, and the
endotoxin tolerance limit is in EU/kg.

To obtain a copy of the instructions for use (IFU) in English, please refer to the ACC

The maximum valid dilution (MVD) is the specimen dilution containing the MVC
(1). It is calculated by dividing the initial specimen concentration by the MVC.

The endotoxin tolerance limit is 0.2 EU/kg for drugs with an intrathecal route of
administration and 5 EU/kg for all other parenterally administered products. The limit
for medical devices is expressed per mL of an extraction or rinse volume obtained as
described in the USP (18) based on the limits for devices. For devices that do not
contact cerebrospinal fluid, the limit is 20 EU/device; for those that do, it is 2.15 EU/
device. The limit for liquid devices is the same as that for drugs per the FDA guideline (1).

Some serine proteases (e.g. trypsin, activated blood factors) will cause a false
positive result unless denatured (for example, by heat treatment) before testing.
Yellow-colored materials such as animal serum, albumin, and plasma may interfere
with pNA based chromogenic assay. For these products, use the diazo-coupling assay
(Associates of Cape Cod, Inc. catalog number CD060). Excess turbidity in a sample
may also interfere with the test.

Expected Values

Endotoxin in specimens can be quantified between the range of standard

endotoxin concentrations used to construct the standard curve. If it is necessary to

dilute the specimen to overcome any inhibition or enhancement, the least amount of

endotoxin that can be detected will be increased accordingly. Materials derived from

biological sources, even after biochemical purification, may still contain measurable

levels of endotoxin. Water obtained by distillation, reverse osmosis, or ultrafiltration

may contain less endotoxin than detectable as long as the purification process is

operating correctly and the water is not contaminated after production.
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Our experienced staff will be pleased to discuss the practical and theoretical aspects of the LAL test.
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PYROCHROME®

pour la détection et la quantification des endotoxines des
bactéries gram-négatives (lipopolysaccharides)

Le test du lysat d’amoebocytes de limule (LAL), utilisé conformément aux
recommandations de la Food and Drug Administration (FDA) des E-U (1), peut
remplacer le test d’apyrogénicité sur lapin de I'U.S. Pharmacopeia (USP) pour le test
de produit final de « médicaments injectables a usage humain (y compris les produits
biologiques), de médicaments injectables a usage vétérinaire et de dispositifs
médicaux ». Le test LAL est recommandé pour la quantification des endotoxines dans
les produits bruts utilisés dans la production, notamment I'eau, et pour la surveillance
des taux d’endotoxines dans la fabrication. Le Bacterial Endotoxins Test de I'USP (2)
est le test LAL officiel référencé dans des monographies spécifiques de 'USP et est
harmonisé avec les chapitres équivalents de la Pharmacopée européenne (EP) (3) et de
la Pharmacopée japonaise (JP) (4).

Résumé du test

Le lysat d’ameebocytes de limule est un extrait aqueux de cellules sanguines
(amcebocytes) de la limule Limulus polyphemus. En présence d’endotoxines, des
facteurs du LAL sont activés en une cascade protéolytique qui entraine le clivage d'un
substrat peptidique artificiel incolore présent dans le Pyrochrome® LAL. Le clivage
protéolytique du substrat libére de la paranitroaniline (pNA), une substance jaune qui
absorbe a 405 nm. Pour réaliser le test, ajouter un volume de Pyrochrome® a un
volume d’échantillon, puis incuber le mélange réactionnel a 37 °C. La vitesse de la
production de pNA augmente avec la concentration d’endotoxines dans I’échantillon.
Le test Pyrochrome® peut étre utilisé de deux maniéres pour quantifier la concentration
d’endotoxines (5). Avec la méthode cinétique, on détermine le temps nécessaire pour
atteindre une certaine absorbance a 405 nm (temps de réaction). Plus la concentration
d’endotoxines est élevée, plus le temps de réaction est court. Le test requiert une
instrumentation spécialisée pour incuber plusieurs échantillons a une température
controlée (généralement 37 °C) et pour mesurer la densité optique a intervalles
réguliers. On peut établir des courbes d’étalonnage en reportant le logarithme du
temps de réaction en fonction du logarithme de la concentration d'une endotoxine
étalon, et utiliser ces courbes pour calculer la concentration en endotoxines
d’échantillons. Lautre méthode est la méthode chromogeéne en point final, dans
laquelle on mesure la quantité de pNA libérée aprés une période d’incubation fixe. On
établit une courbe d’étalonnage de la densité optique mesurée en fonction de
concentrations connues d’endotoxine étalon, et on utilise cette courbe pour
déterminer la concentration dans des échantillons. Pour les échantillons qui absorbent
4405-410 nm, on peut utiliser une modification par diazotation. Dans cette méthode,
la pNA (formé avec la méthode chromogene en point final) réagit avec un nitrite dans
du HCI puis avec de la N-(1-naphthyl)-éthylenediamine (NEDA) pour former un
dérivé magenta diazoté qui absorbe dans la plage 540-550 nm.

Les méthodes du test Pyrochrome® sont rapides, spécifiques, simples a réaliser et
tres sensibles. La limite de détection dépend de la méthode et de I'instrumentation
utilisées ; la sensibilité peut atteindre 0,001 unités d’endotoxine (UE) par mL.

Historique et principe biologique

La coagulation du sang de limule a été décrite par Howell en 1885 (6). Dans les
années 50, Bang a découvert au Marine Biological Laboratory, Woods Hole,
Massachusetts E-U, que les bactéries gram-négatives provoquent la coagulation du
sang de limule (7). Plus tard, Levin et Bang ont déterminé que la réaction est
enzymatique et que les enzymes sont situées dans des granules des amcebocytes (8, 9).
1Is ont montré que la coagulation est déclenchée par un composant structurel unique
de la paroi cellulaire bactérienne appelé endotoxine ou lipopolysaccharide (10). Selon
les connaissances actuelles, la réaction est une cascade d’étapes d'activation
enzymatique aboutissant au clivage de la protéine, le coagulogéne. Le produit
insoluble du clivage du coagulogene, la coaguline, s'unit par interaction ionique. Si
une quantité suffisante de coaguline est formée, une turbidité apparait suivie par la
formation d’un gel-caillot. Cette interaction constitue la base d'un test de détection
des endotoxines, le test du lysat d’amcebocytes de limule (LAL). En 1977, des

chercheurs japonais ont découvert que le LAL activé par des endotoxines entraine
également le clivage de petits peptides chromogenes qui comportent un site de clivage
acide aminé similaire au coagulogéne, et du paranitroanilide, un chromophore (11). Le
clivage entraine la libération de pNA, une substance jaune qui absorbe la lumiere a
405 nm. Dans cette adaptation chromogene du test LAL, la concentration en
coagulogene est réduite par dilution pour minimiser une interférence lors de I'ajout
du substrat chromogene au LAL. Ainsi, quand on ajoute des endotoxines au réactif LAL
chromogene, une coloration se forme et non une turbidité ou un gel-caillot. Dans
toutes les versions du test LAL (gel-caillot, turbidimétrie et chromogene), le point final
(gel-caillot, turbidité ou couleur) apparait d’autant plus vite que la concentration en
endotoxines est élevée. Des informations complémentaires sur les types de test LAL, la
réaction et les applications sont disponibles dans la littérature (12, 13, 14).

Réactif

Le Pyrochrome® est conditionné sous la forme d'un lyophilisat, a raison de
3,2 mL/flacon. Il contient un extrait aqueux d’amcebocytes de Limulus polyphemus,
un stabilisateur, des sels, un tampon et un substrat chromogene.

Le Pyrochrome® n'est pas étiqueté avec une sensibilité spécifique. La sensibilité
d’'un test donné (désignée 1) est la plus petite concentration d’endotoxines utilisée
pour établir la courbe d’étalonnage. La plus grande sensibilité, A, du Pyrochrome® est
de 0,001 UE/mL pour la méthode cinétique et de 0,005 UE/mL pour la méthode en
point final. Le Pyrochrome® est exclusivement destiné a des fins diagnostiques in vitro.
1l n’est pas destiné au diagnostic d’'une endotoxémie chez I’'humain. La toxicité du
Pyrochrome® n'a pas été déterminée. On a cependant rapporté qu'un contact prolongé
ou répété du LAL avec la peau a entrainé une réaction allergique de type I chez
certaines personnes (15). Il faut donc prendre des précautions lors de la manipulation
du Pyrochrome®.

Procédure de reconstitution :

1. Tapoter délicatement le flacon de Pyrochrome® pour faire tomber le produit en
vrac au fond du flacon. Rompre le vide en soulevant le bouchon gris. Ne pas
contaminer 'orifice du flacon. Retirer le bouchon et I'éliminer ; ne pas injecter au
travers du bouchon et ne pas le réutiliser. La présence d'une petite quantité de
poudre de LAL sur le bouchon n’affecte pas le test.

2. Reconstituer le Pyrochrome® avec 3,2 mL de tampon Pyrochrome® ou de tampon
Glucashield® (disponible aupres d’Associates of Cape Cod, Inc.). Pour obtenir une
sensibilité de 0,001 UE/mL avec un lecteur de microplaque, il est nécessaire de
reconstituer le Pyrochrome® avec du Glucashield®. Il est possible d’obtenir cette
méme sensibilité avec soit du tampon de reconstitution Pyrochrome®, soit du
tampon Glucashield® dans un lecteur de tube. La solubilisation du lyophilisat
prend quelques minutes ; il faut donc le réhydrater au moins 5 minutes avant
l'utilisation. Tournoyer le flacon pour homogénéiser la solution ; ne pas agiter
vigoureusement afin d’éviter la formation excessive de mousse et une perte de
sensibilité. En dehors des périodes d’utilisation, couvrir le flacon avec du
Parafilm M® et conserver au froid (entre 2 et 8 °C). Le Pyrochrome® doit étre utilisé
dans les 8 heures qui suivent la reconstitution.

Conditions de stockage

Le Pyrochrome® lyophilisé est relativement stable ; conservé correctement, il préserve
toute son activité jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette. Conserver le
produit entre 2 et 8 °C. Une température supérieure a 37 °C peut entrainer une
détérioration rapide du Pyrochrome® lyophilisé comme indiqué par une perte de
sensibilité et un net jaunissement du produit. Le Pyrochrome® est livré dans des
conteneurs isothermes pour le protéger des températures élevées. Avant la reconstitution,
le Pyrochrome® est sensible a la lumiére et doit étre conservé dans I'obscurité.

Le Pyrochrome® reconstitué est généralement transparent et légérement
opalescent. Certains lots peuvent parfois montrer une légere turbidité homogene. La
présence de petites fibres ou de filaments n’est pas indicatrice d’'une contamination et
n'affecte pas 'activité ; cependant, un précipité floconneux ou un net jaunissement
indique une détérioration du réactif, qui ne doit pas étre utilisé. Le Pyrochrome®
reconstitué est moins stable que le produit lyophilisé ; les flacons peuvent étre
conservés maximum 8 heures entre 2 et 8 °C. Noter qu'il peut étre nécessaire d'utiliser
un réactif fraichement reconstitué pour obtenir une sensibilité maximale. Ne pas
congeler le Pyrochrome® reconstitué.

Prélevement et préparation des échantillons

Les échantillons doivent étre prélevés aseptiquement dans des conteneurs exempts
d’endotoxines détectables. Pour minimiser I'adsorption d’endotoxines sur les surfaces
du conteneur, il est recommandé d'utiliser des flacons en verre réutilisables
dépyrogénés ou des flacons stériles jetables en polystyréne ou en polyéthylene
téréphtalate (PET). Tous les conteneurs en plastique ne sont pas exempts d’endotoxines
détectables. De plus, des substances diffusées par certains plastiques peuvent interférer
avec le test. Uadéquation du matériel de laboratoire doit étre testée en sélectionnant de
maniere aléatoire des flacons d’un lot. Rincer ces flacons avec un petit volume d’eau
pour réactif LAL (ERL) a température ambiante pendant une heure, et tester I'eau de
ringage comme un échantillon. Leau de ringage doit contenir significativement moins
d’endotoxines que la plus faible concentration d’étalon a utiliser. En outre, I'eau de
ringage ne doit pas inhiber ni augmenter le test, ce qui se vérifie en testant la
récupération d'une quantité connue d’endotoxines ajoutées. Le pH du mélange
réactionnel (un volume d’échantillon, ou d’échantillon dilué, mélangé avec un volume

égal de Pyrochrome®) doit étre compris entre 6 et 8. Ajuster le pH de I'échantillon avec
du HCI, du NaOH ou un tampon (exempt d’endotoxines détectables). Diluer du HCl ou
du NaOH concentré avec de 'ERL de fagon a obtenir une concentration appropriée et
utiliser un volume n’entrainant pas de dilution significative de I'échantillon analysé. Si
un précipité se forme dans I'échantillon lors de I'ajustement du pH, diluer I'échantillon
(sans dépasser la DMV - voir la section « Limites de la procédure ») avant d’ajuster le
pH. Ne pas ajuster le pH d’eau ou de sérum physiologique non tamponné. La dilution
a elle seule peut permettre de remédier aux problemes de pH.

Les substances qui dénaturent les protéines, chélatent les ions, se lient aux
endotoxines ou modifient I'état hydrophobe des endotoxines peuvent interférer avec
le test. Une interférence peut étre détectée par une augmentation ou une diminution
significative de la récupération d’endotoxines, par rapport a ce qui est attendu, apres
I'ajout d’'une quantité connue d’endotoxine étalon a I'échantillon (voir la section
« Limites de la procédure »). Dans la plupart des cas, la dilution de I'échantillon réduit
la concentration et I'activité des substances interférentes et génere des résultats de test
valides. Les controles appropriés et les schémas de dilution sont présentés dans la
section « Procédure de test ». Les échantillons doivent étre testés le plus rapidement
possible apres le prélevement. Il est conseillé de congeler les échantillons non stériles
qui doivent étre conservés ou transportés avant le test. Les échantillons censés
contenir de faibles concentrations d’endotoxines doivent étre testés pour une perte
d’endotoxines pendant le stockage.

Procédure de test
Réactifs de test fournis avec le Pyrochrome®

1. Pyrochrome® (voir la description plus haut dans les sections « Réactif » et
«Procédure de reconstitution »).

2. Tampon de reconstitution Pyrochrome® (n° de référence C1500 seulement). Utiliser
le tampon pour reconstituer le Pyrochrome® comme décrit plus haut.

3. Tampon de reconstitution Glucashield® (n° de référence CG1500 seulement).
Utiliser le tampon pour reconstituer le Pyrochrome® comme décrit plus haut.

4. Endotoxine étalon de controle (EEC) - Kit de diazotation (CD060) uniquement :
Chaque flacon d’EEC contient 10 ng. Reconstituer 'EEC avec le volume spécifié sur
le certificat d’analyse (CA indiquant la puissance de 'EEC). LEEC est spécialement
formulée pour une solubilisation rapide. Apres I'ajout de 'ERL, mélanger le flacon
avec un agitateur vortex pendant 30-60 secondes. LEEC est alors préte a
T'utilisation. Si I'utilisation n’est pas immédiate, mélanger le flacon avec un
agitateur vortex pendant 30 secondes avant l'utilisation. Procéder ensuite aux
dilutions appropriées pour obtenir les concentrations désirées d’endotoxines.
Meélanger a I'agitateur vortex entre les dilutions. Conservée entre 2 et 8 °C, I'EEC
reconstituée reste stable pendant sept jours. Ne pas congeler I'EEC reconstituée.

Chaque flacon d’EEC contient I'endotoxine dont l'activité a été déterminée par
rapport a I'endotoxine étalon de référence (EER) des Etats-Unis et est indiquée sur
le CA. Lendotoxine étalon de référence de I'USP (identique a I'EER) peut étre
obtenue aupres de I'U.S. Pharmacopeial Convention, Inc.

Remarque : Le CA et la puissance indiquée sur ce certificat sont spécifiques d'une
combinaison du lot de Pyrochrome® et du lot d'EEC. Un lot donné d’EEC peut
donner des puissances différentes (UE/ng) lors de tests avec différents lots de
Pyrochrome® ou avec du Pyrotell ou du Pyrotell-T. De méme, différents lots d’EEC
montrent généralement des puissances différentes lors de tests avec le méme lot de
Pyrochrome®. S’assurer d’utiliser la puissance et le CA corrects.

Utiliser I'EEC pour la préparation des concentrations d’endotoxine étalon qui
permettent d'établir les courbes d’étalonnage, pour des contrdles positifs et pour
des controles positifs de produit (controles d’interférence). Ne pas utiliser cette
EEC de 10 ng/flacon comme contrdle de dépyrogénation.

5. Réactifs de diazotation - Kit de diazotation (CD060) uniquement : flacon 1a, HCI ;
flacon 1, nitrite de sodium ; flacon 2, sulfamate d’ammonium ; flacon 3, NEDA.
Reconstituer le flacon 1 avec I’ensemble du contenu du flacon 1a ; reconstituer le
flacon 2 avec 4 mL d’eau ; reconstituer le flacon 3 avec 4 mL d’eau. Voir la section 5
ci-dessous pour la qualité d’eau requise.

Réactifs de test non fournis avec le Pyrochrome®

1. Endotoxine étalon de controle (EEC). (Associates of Cape Cod, Inc., numéro de
référence EC010). Reconstituer 'EEC avec le volume spécifié sur le certificat
d’analyse (CA indiquant la puissance de 'EEC) et comme indiqué dans la notice.
Suivre les instructions de la notice pour I'utilisation et le stockage de I'endotoxine
étalon. La puissance de I'EEC a été déterminée par rapport a I’endotoxine étalon de
référence (EER) des Etats-Unis et est indiquée sur le CA. Lendotoxine étalon de
référence de I'USP (identique a I'EER) peut étre obtenue aupreés de 1'U.S.
Pharmacopeial Convention, Inc. Remarque : Le CA et la puissance indiquée sur ce
certificat sont spécifiques d’'une combinaison du lot de Pyrochrome® et du lot
d’EEC. Un lot donné d’EEC peut donner des puissances différentes (UE/ng) lors de
tests avec différents lots de Pyrochrome®, du Pyrotell ou d’autres marques de
réactif LAL (1). De méme, différents lots d'EEC montrent généralement des
puissances différentes lors de tests avec le méme lot de Pyrochrome®. S’assurer
d’utiliser la puissance et le CA corrects.

Utiliser I'EEC pour préparer les dilutions d’endotoxine étalon qui permettent

d’établir les courbes d’étalonnage, pour les controles positifs et pour les controles
positifs de produit (contrdles d’interférence).

Eau pour réactif LAL (ERL). Associates of Cape Cod, Inc. est I'un des fabricants
recommandés (plusieurs tailles et configurations d’emballage sont disponibles).
On peut également utiliser de I'eau stérile pour injection de I'USP exempte de
bactériostatique ou de I'eau pour irrigation de I'USP, disponibles dans le commerce,
a condition d’avoir démontré que ces eaux sont acceptables pour une utilisation
comme ERL. La concentration maximale en endotoxines de l'eau stérile pour
injection de I'USP n’est que de 0,25 UE/mL ; I'eau stérile pour injection peut donc
contenir des endotoxines détectables et ne pas convenir a I'utilisation.

Pour certifier que l'eau est acceptable comme ERL, il faut la tester comme
échantillon avec un contréle positif de produit (voir la section 1.c. dans la section
« Contrdles »). Utiliser une ERL certifiée pour les dilutions des étalons et préparer
les controles positifs (voir les sections 1.a. et 1.b. dans la section « Controles »).
Etablir une courbe d’étalonnage a partir des temps de réaction ou des tests en
point final pour les étalons. Le coefficient de corrélation doit étre d’au moins 0,980
(valeur absolue). La concentration d’endotoxines de I'eau testée peut étre estimée
par extrapolation de la courbe d’étalonnage au-dessous de la plus basse
concentration d’endotoxines ; elle doit étre significativement inférieure a celle de
I’étalon a la plus faible concentration. En outre, la concentration d’endotoxines du
contrdle positif de produit doit étre a + 25 % de celle du contréle positif.

Tampon Glucashield®. Disponible aupres d’Associates of Cape Cod, Inc. (n° de
référence GB051), ce tampon peut étre utilisé ala place du tampon de reconstitution
Pyrochrome® pour éviter une interférence des (1-3)-p-D-glucanes.

Acide acétique a 50 % (pour la méthode en point final). Préparer la solution en
ajoutant un volume d’acide acétique glacial a un volume égal d’eau distillée ou
d’eau obtenue par osmose inverse. (On peut utiliser de 'ERL, voir la section 2.
ci-dessus, mais ce n'est pas obligatoire.)

Eau (pour la reconstitution des réactifs de diazotation uniquement). Toute source
d’eau distillée (y compris 'ERL), d’eau désionisée ou d’eau obtenue par osmose
inverse pour laboratoire est acceptable. Il n’est pas nécessaire que cette eau soit
exempte d’endotoxines puisqu’elle est utilisée uniquement pour la diazotation.

Matériel et équipement
Microplaques. Microplaques couvertes de 96 puits (disponibles aupres d’Associates
of Cape Cod, Inc., n° de référence CA961). Les plaques doivent étre certifiées ou
testées pour la contamination par des endotoxines et/ou des glucanes ; elles ne
doivent provoquer ni inhibition, ni augmentation. Vérifier les microplaques avant
de les utiliser et les jeter si elles sont rayées ou si d’autres interférences optiques
sont remarquées sur les puits ou sur le bas des puits.

Tubes a essai. La méthode cinétique peut étre réalisée sur un lecteur-incubateur de
tube comme le Pyros Kinetix® Flex en utilisant des tubes de culture de 8 x 75 mm,
en verre borosilicaté dépyrogéné (Associates of Cape Cod, Inc. n° de référence
TK100). La méthode en point final peut également étre réalisée dans des tubes de
culture de 8 x 75 mm ou de 10 x 75 mm, en verre borosilicaté dépyrogéné
(Associates of Cape Cod, Inc. n° de référence TK100 et TB050, respectivement).

Lecteur optique permettant une mesure a 405 nm, ou a 540-550 nm pour la
méthode par diazotation. Pour la méthode cinétique, utiliser un lecteur-incubateur
de microplaque, comme le BioTek® ELx808™ ou le Molecular Devices VersaMax™,
ou un lecteur de tube comme le lecteur de tube Pyros Kinetix® Flex (Associates of
Cape Cod, Inc. n° de référence PKF32, PKF64 et PKF96).

Pour la méthode en point final, utiliser un lecteur de microplaque pour la mesure
des microplaques ou, si le test est réalisé dans des tubes, un spectrophotometre
avec des cuvettes adéquates.

Incubateur permettant de maintenir 37+1 °C (requis uniquement pour la méthode
en point final). Il est recommandé d'utiliser un socle incubateur sec pour
microplaques (ou tubes, selon le cas). (On peut utiliser un bain d’eau pour la
méthode en point final en tube a essai.) Les incubateurs doivent distribuer
uniformément la chaleur.

Portoirs pour tubes a essai pour tenir et/ou incuber les tubes de dilution et les tubes
a essai.

Pipettes, micropipettes avec embouts de pipette (les pipettes multicanaux sont
utiles en cas d’utilisation de microplaques) ou pipettes automatiques avec corps de
seringue en plastique. Il est recommandé d'utiliser des pipettes et embouts jetables
exempts d’endotoxines et de glucanes, des substances interférentes. Associates of
Cape Cod, Inc. propose la gamme de produits Pyroclear®, certifiée exempte
d’endotoxines et de glucanes interférentes.

Agitateur de type vortex.

Parafilm M® (American National Can™). Le coté en contact avec la feuille de
papier est typiquement exempt d’endotoxines détectables.

Tubes a essai exempts d’endotoxines interférentes avec une capacité adéquate
pour préparer les dilutions de I'étalon d’endotoxines et des échantillons analysés.
Pour les conteneurs convenant aux dilutions, voir la section « Prélevement et
préparation des échantillons ».

10. Etuve & air chaud avec une capacité de chauffage a au moins 250 °C pour la
dépyrogénation de la verrerie. Les cycles habituellement utilisés pour la
dépyrogénation assurent que tous les articles placés dans I'étuve soient exposés au
minimum pendant 30 minutes a 250 °C (2, 16, 17).

Controles
Les controles permettent d’assurer la validité du test. Les procédures

recommandées sont décrites par la FDA (1) et 'USP (2), I'EP (3) etla JP (4).

1. Controles d’endotoxines.

a. Série d’étalons d’endotoxines. Pour chaque test, préparer une nouvelle série de
dilutions a partir de la solution mere d’endotoxines. Ne pas utiliser des dilutions
préparées antérieurement et conservées, a moins d’avoir validé la stabilité de la
plage des concentrations. Pratiquer les dilutions en série géométrique pour obtenir
la plage désirée des concentrations d’endotoxines. Des dilutions par deux sont
recommandées pour la méthode en point final ; on peut utiliser des dilutions plus
importantes pour la méthode cinétique. La plus faible concentration d’endotoxines
dans toute série d’étalons est la limite de détection du test particulier ; elle est
désignée par A (remarque : des limites de détection de 0,005 et de 0,001 UE/mL
sont possibles avec le Pyrochrome® en utilisant la méthode en point final et la
méthode cinétique, respectivement). Pour obtenir la plage des étalons requise,
utiliser le plus petit nombre possible de dilutions, avec des volumes de pipette
adéquats afin d’optimaliser I'exactitude. Les dilutions peuvent étre effectuées dans
des tubes a essai constitués de verre ou d'un plastique adéquat, ou directement
dans des microplaques. Les concentrations maximales détectées avec le
Pyrochrome® dépendent de la méthode. Consulter les durées d'incubation
recommandées disponibles pour le Pyrochrome® comme guide.

b. Un controle positif (concentration unique d’endotoxine étalon) doit étre inclus si
la série d’étalons (voir la section a. ci-dessus) n'est pas préparée de la méme
maniére que les contrdles positifs de produit (voir la section c. ci-dessous). La
concentration d’endotoxines du controle positif doit étre égale a celle d’'un étalon
du milieu de la courbe d’étalonnage. Une valeur de 0,5 UE/mL devrait convenir
pour des contrdles positifs inclus dans une série d'étalons comprenant des
concentrations de 0,005, 0,05, 0,5, 5 et 50 UE/mL. Si un test ne comporte pas de
série d’étalons, il faut inclure un contréle positif pour vérifier que I'utilisation des
parametres d’'une courbe d’étalonnage antérieure (archivée) convient au calcul des
concentrations d’endotoxines. Pour des informations détaillées, se reporter aux
directives de la FDA (1) dans la section « Routine Testing of Drugs by the LAL Test »
(Test de routine des médicaments avec le test LAL). Le controle positif doit étre
préparé dans de I’eau de la méme maniere que le contrdle positif de produit (CPP)
dans le produit.

c. Les contrdles positifs de produit sont des contrdles d’inhibition/augmentation ; il
s’agit d’'une dilution de I'échantillon ou de I'échantillon lui-méme auquel on a
ajouté de I'endotoxine étalon. La concentration des endotoxines ajoutées dans
I’échantillon analysé doit étre identique a celle du contréle positif. Voir la section b.
ci-dessus pour la sélection d'une concentration appropriée d’endotoxines pour le
controle positif de produit. Uajout d’endotoxines a I’échantillon est souvent
qualifié de « dopage » (échantillon « dopé »).

2. Controles négatifs.
Des controles négatifs constitués d’ERL doivent étre inclus dans chaque test.

Préparation de I'échantillon - Détermination de la dilution du test

Si un protocole de test a été développé auparavant pour le type d’échantillon a
analyser, procéder a la dilution nécessaire pour le test et suivre les consignes de la
section « Réalisation du test ». Si un protocole n'a pas été développé pour le type
d’échantillon, procéder a une série de dilutions par dix de I'échantillon. Ne pas
dépasser la dilution maximale valide du produit de plus d'un facteur 10. Se reporter a
la section « Limites de la procédure » ci-dessous ou aux directives de la FDA (1) pour
I'explication et le calcul de la dilution maximale valide (DMV) et de la concentration
minimale valide (CMV). Préparer des dilutions appropriées de tous les échantillons
avec un controle positif de produit pour chaque échantillon.

Réalisation du test
Observer une technique reproductible pour obtenir des résultats satisfaisants.
Tous les controles et tous les échantillons doivent étre testés au moins en double.
Prendre des précautions pour éviter la contamination pendant la préparation du test.
Léquipement doit étre correctement étalonné et validé pour assurer des températures
d’incubation uniformes.

1. Préparer I'instrumentation de test selon les besoins. En cas d’utilisation d'un
systéme automatisé, cette phase comporte généralement une saisie des
descripteurs des échantillons, la configuration des parameétres du test et I'allumage
de I'incubateur réglé a 37 °C.

2. Ajouter au conteneur de réaction le volume approprié d’échantillon (controle
négatif, étalon d’endotoxines, échantillon ou controle positif de produit) pour
obtenir un rapport approprié avec I'ajout de Pyrochrome® (voir la section 3.
ci-dessous).

Série de tests dans un lecteur de microplaque : un rapport lysat/échantillon de 1/1

est utilisé. Pour des performances optimales, utiliser un volume de 0,05 mL
d’échantillon pour les méthodes suivantes : cinétique, point final ou diazotation.
Sinon, il est possible d'utiliser 0,1 mL pour la méthode cinétique et la méthode en
point final, méme s'il est recommandé d'utiliser 0,05 mL pour obtenir la sensibilité
maximale ou pour une courbe d’étalonnage sur une grande plage (plage supérieure
a trois logarithmes).

Série de tests dans le lecteur de tube Pyros Kinetix® Flex : il est possible d’utiliser un
rapport lysat/échantillon de 1/1 ou de 1/4. Un volume d’échantillon de 0,1 mL est
requis pour les séries de tests utilisant un rapport réactif Pyrochrome® LAL/
échantillon de 1/1. Pour les tests dans le lecteur de tube Pyros Kinetix® Flex qui
utilisent un rapport réactif Pyrochrome® LAL/échantillon de 1/4, le volume
d’échantillon doit étre de 0,2 mL.

3. Ajouter le Pyrochrome® de maniere appropriée, en fonction de la méthode et

mélanger. Un mélange inadéquat est une cause fréquente de résultats de test

insatisfaisants. La plupart des lecteurs de plaque disposent d'une fonction

d’agitation.

a. Pour une microplaque, un rapport lysat/échantillon de 1/1 est utilisé et le
volume de Pyrochrome® ajouté est égal au volume d’échantillon (voir la section
2. ci-dessus ; en général, 0,05 mL). Ajouter le Pyrochrome® le plus rapidement
possible a tous les échantillons et mélanger pendant 5 a 30 secondes. Déposer
la plaque sur un socle incubateur (pour un test en point final) ou dans un
lecteur-incubateur de microplaque (pour un test cinétique).

b. Pour les méthodes utilisant des tubes a essai ou des cuvettes individuels, le
volume de Pyrochrome® ajouté peut soit étre égal au volume d’échantillon
(0,1 mL dans un lecteur de tube Pyros Kinetix® Flex), soit correspondre a un
quart du volume d’échantillon (0,05 mL dans un lecteur de tube Pyros Kinetix®
Flex). Important : la durée de la réaction doit étre la méme pour tous les tubes.
Dans le cas du lecteur de tube Pyros Kinetix® Flex, I'instrument détecte le tube
a essai des son insertion et démarre le chronométrage. Dans chaque conteneur
de réaction a son tour, ajouter le Pyrochrome®, mélanger pendant environ 2
secondes et placer le conteneur dans I'incubateur (pour la méthode en point
final) ou dans le lecteur de tube (pour la méthode cinétique).

Que des microplaques ou des tubes a essai soient utilisés, une pipette
automatique facilite 'ajout de Pyrochrome®.

Prendre des précautions pour éviter la contamination du flacon de Pyrochrome®
lors de la manipulation du réactif.

4. Lecture du résultat du test.

a. Pour la méthode cinétique, laisser le test réagir jusqu'a ce que tous les
échantillons soient incubés pendant une durée significativement plus longue
que le temps nécessaire pour que la plus faible concentration d’endotoxine
étalon atteigne la DO405 de réaction. Les systemes de test automatisés arrétent
généralement le test aprés une période prédéfinie. Demander les durées
d’incubation recommandées comme guide.

b. Pour la méthode en point final, chronométrer précisément I'incubation, sortir
la plaque ou les tubes a essai de I'incubateur, arréter la réaction avec de I'acide
acétique a 50 % (volume suffisant pour obtenir une concentration finale de
10 % d’acide acétique ; utiliser 0,025 mL pour un volume d’échantillon/
Pyrochrome® de 0,05 mL) et lire la densité optique (DO) dans un
spectrophotomeétre ou un lecteur de microplaque (selon le cas) a 405 nm.
Configurer le test et la mesure de maniére a ce que la durée d’incubation soit
identique (a + 30 secondes pres) pour chaque échantillon. La période
d’incubation dépend de la plage des concentrations d’endotoxines désirée ; elle
peut différer en fonction du lot de Pyrochrome®. Des tests préalables peuvent
étre nécessaires pour déterminer la durée d’incubation adéquate. Se reporter
aux durées d'incubation recommandées comme guide.

c. Pour la méthode en point final avec diazotation, sortir les tubes a essai ou la
plaque de I'incubateur, arréter la réaction en ajoutant 0,05 mL de la solution 1
(nitrite de sodium reconstitué avec du HCI). Agiter la plaque pour mélanger. En
utilisant un nouvel embout de pipette, ajouter 0,05 mL de la solution 2
(sulfamate d’ammonium) dans chaque puits de réaction et mélanger. Enfin,
ajouter 0,05 mL de la solution 3 (NEDA) dans chaque puits en utilisant un
nouvel embout de pipette et mélanger. Une nette coloration (magenta) doit
apparaitre immédiatement. Lire les résultats du test a 540-550 nm. Configurer
le test et la mesure de maniére a ce que la durée d’incubation soit identique (a
+ 30 secondes pres) pour chaque échantillon. La période d’'incubation dépend
de la plage des concentrations d’endotoxines désirée ; elle peut différer en
fonction du lot de Pyrochrome®.

Des tests préalables peuvent étre nécessaires pour déterminer la durée
d’incubation adéquate.

Résultats

1. Calculs préliminaires.

a. Pour la méthode cinétique, déterminer les temps pris par les échantillons pour
atteindre un seuil de densité optique particulier (généralement 0,03 unités de
DO) apres avoir procédé a toutes les corrections de données. Les mesures de

3. Calcul des ¢

densité optique doivent étre exprimées relativement a une mesure initiale
considérée comme valant zéro unité de DO. Beaucoup de lecteurs de
microplaque sont munis de logiciels qui procedent a ces calculs. Le temps
nécessaire pour atteindre la valeur de DO est appelé temps de réaction.

2. Etablissement d’une courbe d’étalonnage.

a. Pour la méthode cinétique, établir une courbe d’étalonnage par régression du
logarithme du temps de réaction en fonction du logarithme de la concentration
d’endotoxines pour les étalons. Léquation de la droite de régression décrit la
courbe d’étalonnage.

A condition que la valeur absolue du coefficient de corrélation de la courbe
d’étalonnage soit d’au moins 0,980 (voir le point 2. de la section « Interprétation »
ci-dessous), il est possible d'utiliser une équation linéaire de régression
polynomiale (c’est-a-dire quadratique) de second degré/ordre pour calculer les
concentrations d’endotoxines.

b. Pour la méthode en point final, établir une courbe d’étalonnage en reportant
les mesures de densité optique en fonction des concentrations d’endotoxine
étalon.

rations d’end: ine

Calculer les concentrations d’endotoxines de tous les échantillons (y compris les
étalons et les controles) en utilisant I'équation d’une droite Y = aX + b modifiée en
X=(Y-b)/a

Y =logarithme du temps de réaction (méthode cinétique), ou densité optique
(méthode en point final)

X: Méthode cinétique : X = logarithme de la concentration d’endotoxines (il est
nécessaire de déterminer I'antilogarithme de X pour obtenir la concentration
d’endotoxines)

Méthode en point final : X = concentration d’endotoxines

a = pente de la droite
b = ordonnée a I'origine
Multiplier la concentration d’endotoxines calculée a partir de la droite d’étalonnage

par le facteur de dilution de I'échantillon pour obtenir la concentration de
I’échantillon initial non dilué.

Ces calculs sont souvent effectués par le logiciel du test d’endotoxine.
Interprétation

1. Pour que le test soit valide, la concentration d’endotoxines des contrdles négatifs

(estimée par extrapolation de la courbe d’étalonnage) doit étre significativement
inférieure a la plus faible concentration d’étalon.

2. Le coefficient de corrélation pour la courbe d’étalonnage incluse dans le test doit

avoir une valeur absolue d’au moins 0,980.

3. La concentration moyenne d’endotoxines mesurée des contrdles positifs (pour la

vérification d'une courbe archivée) doit se situer a maximum 25 % de la
concentration nominale. Par conséquent, si le controle positif contient
0,125 UE/mL, la concentration mesurée doit se situer entre 0,09375 et
0,15625 UE/mL.

4. Les concentrations d’endotoxines peuvent étre rapportées uniquement pour la

plage située entre la plus faible et la plus forte concentration d’endotoxine étalon.
Les résultats des échantillons situés en dehors de la plage doivent étre rapportés
comme inférieurs a la plus faible concentration d’étalon (non détectables) ou
supérieurs a la plus forte concentration d’étalon.

Pour la méthode en point final, les concentrations valides d’endotoxines peuvent
uniquement étre calculées a partir des valeurs de DO qui se situent dans la partie
linéaire de la courbe d’étalonnage.

5. Pour démontrer que I'échantillon n’interfere pas de maniere significative avec la

réaction LAL-endotoxines, la concentration d’endotoxines mesurée du controle
positif de produit doit se situer entre 50 et 200 % de la concentration nominale des
endotoxines provenant du dopage. Avant de déterminer si les endotoxines
provenant du dopage sont récupérées dans ces limites, soustraire la concentration
d’endotoxines mesurée dans l’échantillon non dopé. Par exemple, pour que
Iéchantillon soit considéré comme exempt d’interférence significative, la
concentration d’endotoxines mesurée dans un contrdle positif de produit de
0,125 UE/mL (apres soustraction des endotoxines éventuellement présentes dans
I’échantillon non dopé) doit se situer dans la plage 0,0625-0,25 UE/mL (50 a 200 %
de 0,125 UE/mL). Si la concentration d’endotoxines mesurée dans I'échantillon
non dopé est de 0,028 UE/mL et que celle du controle positif de produit est de
0,163 UE/mL, la concentration d’endotoxines provenant du dopage vaut 0,163 —
0,028 = 0,135 UE/mL ; elle se situe dans la plage et, si toutes les autres exigences
sont satisfaites, le test de I'échantillon est valide.

Limites de la procédure

Laprocédure estlimitée parl'importance dela capacité d’inhibition ou d’augmentation
de I'échantillon pendant le test. Si la procédure ne peut pas étre validée (1, 2) a une

Pour obtenir un exemplaire de ce mode d’emploi en frangais, veuillez consulter le site web ACC http://www.acciusa.c P

concentration d’échantillon qui est supérieure a la concentration minimale valide
(CMV), le test des endotoxines des bactéries utilisant le réactif LAL ne peut pas
remplacer le test d’apyrogénicité de 'USP. La CMV est calculée comme suit :

(A) (dose d’échantillon)

CMV= —— - -
(limite de tolérance aux endotoxines)

olt L est exprimé en UE/mL, la dose d’échantillon en unités par kg de poids
corporel, et la limite de tolérance aux endotoxines en UE/kg.

La dilution maximale valide (DMV) est la dilution d’échantillon contenant la CMV/
(1). Elle se calcule en divisant la concentration initiale de I'échantillon par la CMV.

La limite de tolérance aux endotoxines est de 0,2 UE/kg pour les médicaments
administrés par voie intrathécale, et de 5 UE/kg pour tous les autres médicaments
administrés par voie parentérale. La limite pour les dispositifs médicaux est exprimée
par rapport au volume, en mL, d’extraction ou de ringage obtenu comme décrit dans
I'USP (18), sur base des limites pour les dispositifs. Pour les dispositifs qui n’entrent
pas en contact avec le liquide céphalorachidien, la limite est de 20 UE/dispositif ; pour
ceux qui entrent en contrat avec le liquide céphalorachidien, la limite est de 2,15 UE/
dispositif. Conformément aux recommandations de la FDA (1), la limite pour les
dispositifs liquides est la méme que pour les médicaments.

Certaines protéases a sérine (comme la trypsine, les facteurs sanguins activés)
entrainent un résultat faussement positif a moins qu’elles n'aient été dénaturées (par
exemple, par un traitement thermique) avant le test. Les substances a coloration jaune
comme un sérum animal, I'albumine et le plasma peuvent interférer avec un test
chromogene basé sur la pNA. Pour ces produits, utiliser le test par diazotation
(Associates of Cape Cod, Inc. n° de référence CD060). Une turbidité excessive dans un
échantillon peut également interférer avec le test.

Valeurs attendues

Les endotoxines dans des échantillons peuvent étre quantifiées dans la plage des
concentrations d’endotoxine étalon utilisée pour établir la courbe d’étalonnage. S'il
est nécessaire de diluer I'échantillon pour éviter une inhibition ou une augmentation,
la plus petite quantité d’endotoxine détectable augmente en conséquence. Méme
apres une purification biochimique, les substances issues de sources biologiques
peuvent encore contenir des taux mesurables d’endotoxines. Si la purification a été
correctement effectuée et si 'eau n'a pas été contaminée apres la production, I'eau
obtenue par distillation, osmose inverse ou ultrafiltration peut contenir des
concentrations d’endotoxines inférieures aux concentrations détectables.
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Notre équipe expérimentée est a votre disposition pour discuter des aspects pratiques et théoriques
du test LAL. Veuillez nous contacter pour toute question relative a l'utilisation du Pyrochrome®. Nous
nous engageons a remplacer tout produit dont les performances ne sont pas conformes aux
spécifications ; contacter le service clientele avant le renvoi du produit.

ts/pyrochrome.htm!

Limulus-Amobocyten-Lysat

OCHROME®

Hersteller:

ASSOCIATES OF Telefon: +1 (508) 540-3444

@ C APE COD Fax: +1(508) 540-8680)
ﬁ INCORPORATED Technischer Support: +1 (800) 848-3248
124 Bernard E. Saint Jean Drive « E. Falmouth, MA 02536 Usa - Kundendienst: +1 (800) 525-8378
PN000856-de Rev1 US-Lizenz Nr. 700 Januar 2011

PYROCHROME®

zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung von
Endotoxinen gramnegativer Bakterien (Lipopolysacchariden)

Der Limulus-Amobocyten-Lysat-Test (LAL) kann, bei Verwendung gemiR den
Richtlinien der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) (1), als Ersatz fiir
den Pyrogentest (Kaninchen-Fiebertest) der U.S. Pharmacopeia (USP) fiir die
Endprodukt-Qualitdtskontrolle von ,injizierbaren Humanarzneimitteln (einschlief3-
lich biologischer Produkte), injizierbaren Tierarzneimitteln und Medizinprodukten®
dienen. Der LAL-Test wird empfohlen zur quantitativen Bestimmung von Endotoxinen
in Ausgangsstoffen fiir die Produktion, einschlieflich Wasser, und zur
Prozessiiberwachung des Endotoxinspiegels. Der USP Bacterial Endotoxins Test (2) ist
der amtliche LAL-Test, auf den einzelne USP-Monographien Bezug nehmen, und ist
mit den entsprechenden Kapiteln der Européischen Pharmakopée (EP) (3) und der
Japanischen Pharmakopde (JP) (4) harmonisiert.

Zusammenfassung des Tests

Beim Limulus-Amébocyten-Lysat handelt es sich um einen wissrigen Auszug der
Blutzellen (Amobocyten) des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus. Bei
Vorhandensein von Endotoxinen werden Faktoren im LAL aktiviert, und zwar in einer
proteolytischen Kaskade, die zur Spaltung eines Substrats aus farblosem, kiinstlichem
Peptid fiihrt, welches im Pyrochrome®-LAL vorliegt. Die proteolytische Spaltung des
Substrats setzt Paranitroanilin (pNA) frei, das gelblich ist und Licht bei einer Wellenlédnge
von 405 nm absorbiert. Zur Durchfiihrung des Tests wird einem Volumenteil Probe ein
Volumenteil Pyrochrome® zugesetzt und die Reaktionsmischung bei 37 °C inkubiert. Je
hoher die Endotoxinkonzentration in der Probe ist, umso schneller wird pNA
produziert. Pyrochrome® kann auf zwei verschiedene Weisen zur quantitativen
Endotoxinbestimmung verwendet werden (5). Bei der kinetischen Methode wird die
Zeit bis zum Erreichen einer bestimmten Extinktion bei 405 nm bestimmt (die
Anlaufzeit). Eine hohere Endotoxinkonzentration entspricht einer kiirzeren Anlaufzeit.
Fiir den Assay sind Spezialinstrumente notwendig, die mehrere Proben bei einer
kontrollierten Temperatur (iiblicherweise 37 °C) inkubieren und in regelméaRigen
Absténden die optische Dichte messen konnen. Durch Auftragen der logarithmischen
Anlaufzeit gegen die logarithmische Konzentration eines Standard-Endotoxins lassen
sich Standardkurven erstellen, die zur Berechnung der Endotoxinkonzentration in den
Proben dienen. Alternativ dazu kann die Menge an freigesetztem pNA nach einer festen
Inkubationszeit gemessen werden. Dies ist die chromogene Endpunktmethode. Zur
Bestimmung der Konzentration in den Proben wird eine Standardkurve verwendet, die
durch Auftragen der gemessenen optischen Dichte {iber der bekannten Standard-
Endotoxin-Konzentration erstellt wird. Bei Proben mit einer Extinktion im Bereich
405 nm bis 410 nm kann eine modifizierte Methode, die Azokupplung, verwendet
werden. Bei dieser Methode ldsst man pNA, das bei der chromogenen Endpunktmethode
gebildet wurde, mit Nitrit in HCl und anschliefend mit N-(1-Naphthyl)-Ethylendiamin
(NEDA) reagieren, wobei sich ein diazotiertes, magentafarbiges Derivat mit einer
Extinktion im Bereich 540 nm bis 550 nm bildet.

Die Pyrochrome®-Testmethoden sind schnell, spezifisch, einfach durchzufiihren
und hochsensitiv. Die Nachweisgrenze hidngt von der verwendeten Methode und den
eingesetzten Instrumenten ab und kann bis zu 0,001 Endotoxineinheiten (EU,
Endotoxin Units) pro mL reichen.

Geschichte und biologisches Prinzip

Howell hat die Gerinnung von Limulus-Blut 1885 beschrieben (6). In den 1950er
Jahren entdeckte Bang am Marine Biological Laboratory in Woods Hole, Massachusetts
(USA), dass gramnegative Bakterien die Gerinnung von Limulus-Blut auslosen (7).
Levin und Bang stellten nachfolgend fest, dass es sich dabei um eine enzymatische
Reaktion handelt und dass die Enzyme sich in Kérnchen in den Amébocyten befinden
(8, 9). Sie konnten nachweisen, dass die Gerinnung durch eine charakteristische
Struktur der Zellwand des Bakteriums ausgelost wird, das Endotoxin bzw.
Lipopolysaccharid (10). Man geht heute davon aus, dass die Reaktion aus einer
Kaskade von Enzymaktivierungsschritten besteht, die in der Spaltung des Proteins
Koagulogen enden. Das unlosliche Spaltprodukt von Koagulogen (das Koagulin)
verfestigt sich durch Ioneninteraktion. Bildet sich geniigend Koagulin, fiihrt dies zur

Triitbung und anschliefend zur Bildung eines Gel-Clot. Diese Wechselwirkung ist die
Grundlage fiir einen Assay auf Endotoxine, der als Limulus-Amobocyten-Lysat-Test
(LAL) bezeichnet wird. Im Jahre 1977 entdeckten japanische Forscher, dass endotoxin-
aktiviertes LAL auch kleine chromogene Peptide spalten kann, die eine Aminosdure-
Spaltstelle dhnlich dem Koagulogen und dem Chromophor Paranitroanilid enthalten
(11). Die Spaltung setzt pNA frei, das gelblich ist und Licht bei einer Wellenlédnge von
405 nm absorbiert. Bei dieser chromogenen Adaption des LAL-Assays wird die
Koagulogen-konzentration durch Verdiinnung herabgesetzt, um die Interferenz bei
der Zugabe des chromogenen Substrats zum LAL zu minimieren. Daher fiihrt die
Zugabe von Endotoxinen zu chromogenem LAL-Reagens vorzugsweise zur
Farbbildung und nicht zur Triibung oder Bildung eines Gel-Clots. Fiir alle Versionen
des LAL-Assays (Gel-Clot, turbidimetrisch und chromogen) gilt, dass der Endpunkt
(Gel-Clot, Triibung oder Farbung) umso schneller erreicht wird, je mehr Endotoxine
vorhanden sind. Nidheres zu den LAL-Assaytypen, der Reaktion und den Anwendungen
findet sich in der Literatur (12, 13, 14).

Reagens

Pyrochrome® ist als Lyophilisat in Packungen zu 3,2 mL/Flaschchen erhéltlich. Es
enthilt einen wissrigen Auszug von Limulus-polyphemus-Amobocyten, Stabilisator,
Salze, Puffer und ein chromogenes Substrat.

Pyrochrome® ist nicht mit einer bestimmten Empfindlichkeit ausgezeichnet. Die
Empfindlichkeit im Test (mit A bezeichnet) ist jeweils die niedrigste Endotoxinkon-
zentration, die zur Erstellung der Standardkurve verwendet wurde. Die hochste
Empfindlichkeit (1) von Pyrochrome® betréagt 0,001 EU/mL in einem kinetischen Assay
und 0,005 EU/mL in einem Endpunktassay. Pyrochrome® dient nur zur In-vitro-
Diagnostik. Es ist nicht zur Diagnose einer Endotoxdmie beim Menschen bestimmt. Die
Toxizitdt von Pyrochrome® ist nicht bestimmt worden. Jedoch hat der langdauernde oder
wiederholte Hautkontakt mit LAL bei manchen Personen zu einer allergischen Reaktion
vom Typ I gefiihrt (15). Beim Umgang mit Pyrochrome® ist daher Vorsicht geboten.

Vorgehen zur Rekonstitution:

1. Pyrochrome®-Flaschchen leicht antippen, damit sich loses Material auf dem
Boden des Fldschchens absetzt. Durch Anheben des grauen Stopfens das Vakuum
aufheben. Dabei die Miindung des Flaschchens nicht kontaminieren. Den Stopfen
abnehmen und entsorgen. Nicht durch den Stopfen injizieren oder diesen wieder
verwenden. Eine kleine, am Stopfen verbleibende Menge LAL-Pulver beeintréichtigt
den Test nicht.

2. Pyrochrome® mit 3,2 mL Pyrochrome®-Puffer bzw. Glucashield®-Puffer (einzeln
erhiltlich von Associates of Cape Cod, Inc.) rekonstituieren. Zur Erzielung einer
Empfindlichkeit von 0,001 EU/mL mit einem Plattenfotometer muss Pyrochrome®
mit Glucashield® rekonstituiert werden. Wenn ein Réhrchen-Lesegerdt verwendet
wird, ist diese Empfindlichkeit sowohl mit Pyrochrome®-Rekonstitutionspuffer als
auch mit Glucashield®-Puffer zu erzielen. Es dauert einige Minuten, bis sich die
Tablette aufgeldst hat. Deswegen mindestens 5 Minuten vor der Anwendung
rehydrieren. Das Fldschchen zur Homogenisierung schwenken, jedoch heftiges
Schiitteln vermeiden, das tibermégige Schaumbildung und Empfindlichkeitsverlust
verursachen kann. Das Fliaschchen mit Parafilm M® abdecken und bei
Nichtgebrauch kalt (bei 2 °C bis 8 °C) lagern. Pyrochrome® muss innerhalb von
8 Stunden nach der Rekonstitution verwendet werden.

Lagerbedingungen

Gefriergetrocknetes Pyrochrome® ist relativ stabil und behilt bei sachgemifRer
Lagerung seine volle Aktivitit bis zu dem auf dem Etikett angegebenen
Verwendbarkeitsdatum. Produkt bei 2 °C bis 8 °C lagern. Temperaturen iiber 37 °C
konnen die rasche Zersetzung von gefriergetrocknetem Pyrochrome® verursachen,
was sich als Empfindlichkeitsverlust und deutliche Gelbfiarbung des Produktes duflert.
Pyrochrome® wird zum Schutz vor hohen Temperaturen in Isolierbehéltern versandt.
Pyrochrome® ist vor der Rekonstitution lichtempfindlich und muss dunkel gelagert
werden.

Nach Rekonstitution liegt Pyrochrome® normalerweise in einer klaren und leicht
opaleszierenden Losung vor. Einzelne Chargen weisen gelegentlich eine leichte,
uniforme Triibung auf. Das Vorliegen kleiner Fasern oder Stringe ist kein Hinweis auf
Kontamination oder eine Beeintrachtigung der Aktivitit; Ausflockung oder eine
deutliche Gelbfarbung weist allerdings auf eine Zersetzung des Reagens hin und das
Reagens darf in diesem Fall nicht verwendet werden. Rekonstituiertes Pyrochrome® ist
weniger stabil als das gefriergetrocknete Produkt. Die Fldschchen diirfen bis zu
8 Stunden bei 2 °C bis 8 °C gelagert werden. Zu beachten ist, dass die maximale
Empfindlichkeit gegebenenfalls nur mit frisch rekonstituiertem Reagens erreicht wird.
Rekonstituiertes Pyrochrome® darf nicht eingefroren werden.

Probennahme und -vorbereitung

Proben sind aseptisch in Behilter zu nehmen, die keine nachweisbaren Endotoxine
enthalten. Zur Minimierung der Adsorption von Endotoxinen an die Behilteroberfliche
werden wieder verwendete, entpyrogenisierte Glasbehilter oder sterile Einweg-
Kunststoffbehilter aus Polystyrol oder Polyethylenterephthalat (PET) empfohlen.
Kunststoffbehilter sind nicht grundsétzlich frei von nachweisbaren Endotoxinen.
AuRerdem konnen losliche Substanzen aus manchen Kunststoffen den Test stéren.
Das Laborgeschirr muss auf seine Eignung getestet werden. Dazu Behilter zufillig aus
einer Charge auswihlen, mit einem kleinen Volumen LAL-Reagenswasser (LRW) eine
Stunde lang bei Raumtemperatur ausspiilen und das Spiilwasser wie eine Probe

testen. Die Endotoxinkonzentration im Spiilwasser muss erheblich unter der
Konzentration des niedrigsten verwendeten Standards liegen. Auch darf das Spiil-
wasser den Test weder hemmen noch fordern, was durch die Wiederfindung einer
bekannten Dotierung mit Endotoxinen bestimmt wird. Der pH-Wert des Reaktions-
gemisches (ein Volumenteil Probe bzw. verdiinnte Probe gemischt mit dem gleichen
Volumen Pyrochrome®) muss bei 6 bis 8 liegen. Den pH-Wert der Probe mit HCI, NaOH
oder Puffer (keine nachweisbaren Endotoxine enthaltend) einstellen. Konzentrierte HCI
oder NaOH mit LRW auf eine entsprechende Konzentration verdiinnen und ein
Volumen anwenden, das nicht zu einer signifikanten Verdiinnung der Testprobe fiihrt.
Falls sich bei der pH-Einstellung in der Probe ein Niederschlag bildet, die Probe vor der
pH-Einstellung verdiinnen (dabei die hgV nicht {iberschreiten — siehe ,Grenzen des
Verfahrens“). Den pH-Wert von ungepufferter Kochsalzlosung bzw. Wasser nicht
einstellen. Die Verdiinnung selbst kann eventuell Probleme mit dem pH-Wert 16sen.

Substanzen, die Proteine denaturieren, Chelatkomplexe mit Ionen bilden, Endotoxine
binden oder den hydrophoben Charakter der Endotoxine verdndern, kénnen den Test
storen. Die Interferenz dufert sich u.U. als Wiederfindung von erheblich groferen oder
kleineren Endotoxinmengen, als nach Zugabe einer bekannten Menge an Standard-
Endotoxin zur Probe zu erwarten ist (siehe ,Grenzen des Verfahrens“). In den meisten
Fillen fiihrt eine Verdiinnung der Probe zu einer verminderten Konzentration und
Aktivitdt der Storsubstanzen bei weiterhin giiltigen Testergebnissen. Die geeigneten
Kontrollen und Verdiinnungswerte werden im Abschnitt , Testverfahren besprochen.
Proben sind so bald wie méglich nach der Entnahme zu testen. Es kann ratsam sein,
unsterile Proben, die vor dem Test gelagert oder verschickt werden sollen, einzufrieren.
Proben mit einer niedrigen erwarteten Endotoxinkonzentration sollten auf
Endotoxinminderung wihrend der Lagerung getestet werden.

Testverfahren
Mit Pyrochrome® gelieferte Testreagenzien

1. Pyrochrome® (siehe Beschreibung oben unter ,Reagens“ und ,Vorgehen zur
Rekonstitution®).

2. Pyrochrome®-Rekonstitutionspuffer (nur Katalognummer C1500). Den Puffer wie
oben beschrieben zur Rekonstitution von Pyrochrome® verwenden.

3. Glucashield®-Rekonstitutionspuffer (nur Katalognummer CG1500). Den Puffer wie
oben beschrieben zur Rekonstitution von Pyrochrome® verwenden.

4. Kontroll-Standard-Endotoxin (KSE) — nur Diazo-Kit (CD060): Jedes Flaschchen KSE

enthilt 10 ng. Das KSE mit dem im Analysezertifikat (AZ, gibt die Wirkstédrke des
KSE an) angegebenen Volumen rekonstituieren. Das KSE ist speziell auf leichte
Losbarkeit ausgelegt. Flischchen nach der Zugabe von LRW 30 bis 60 Sekunden
lang im Vortex mischen. Das KSE ist nunmehr gebrauchsfertig. Wird es nicht sofort
verwendet, das Fldschchen vor der Verwendung erneut 30 Sekunden lang im Vortex
mischen. Dann die Verdiinnungen herstellen, die den gewiinschten
Endotoxinkonzentrationen entsprechen. Zwischen den Verdiinnungsschritten im
Vortex mischen. Bei Lagerung zwischen 2 °C und 8 °C ist rekonstituiertes KSE
sieben Tage lang stabil. Rekonstituiertes KSE nicht einfrieren.
Jedes Flaschchen KSE enthilt Endotoxin, dessen Aktivitdt in Bezug auf das
US-Referenz-Standard-Endotoxin (RSE) bestimmt wurde und auf dem AZ
angegeben ist. Der Endotoxin-Referenzstandard nach USP (ident mit RSE) kann
von U.S. Pharmacopeial Convention, Inc., bezogen werden.

Hinweis: Das AZ und die darauf angegebene Wirkstirke gehoren zu einer
bestimmten Kombination von Pyrochrome®- und KSE-Charge. Die gleiche Charge
KSE kann beim Test mit Pyrochrome® aus verschiedenen Chargen bzw. mit Pyrotell
oder Pyrotell-T u.U. verschiedene Wirkstdarken (in EU/ng) aufweisen. Ebenso hat
KSE aus verschiedenen Chargen beim Test mit Pyrochrome® aus der gleichen
Charge wahrscheinlich verschiedene Wirkstdrken. Darauf achten, dass das richtige
AZ und die richtige Wirkstiarke verwendet werden.

Das KSE zur Zubereitung von Standard-Endotoxinkonzentrationen verwenden,
mit denen Standardkurven erstellt werden und die als Positivkontrollen und
Produkt-Positivkontrollen (Interferenzkontrollen) dienen. Dieses KSE (10 ng/
Flaschchen) nicht als Entpyrogenisierungskontrolle verwenden.

5. Diazo-Reagenzien — nur Diazo-Kit (CD060): Flischchen la: HCl; Flaschchen 1:
Natriumnitrit; Fldschchen 2: Ammoniumsulfamat; Flischchen 3: NEDA.
Flaschchen 1 mit dem gesamten Inhalt von Flischchen la rekonstituieren.
Flaschchen 2 mit 4 mL Wasser rekonstituieren. Flischchen 3 mit 4 mL Wasser
rekonstituieren. Zur erforderlichen Wasserqualitit siehe Punkt 5 unten.

Nicht mit Pyrochrome® gelieferte Testreagenzien

1. Kontroll-Standard-Endotoxin (KSE). (Associates of Cape Cod, Inc., Katalognummer
EC010). Das KSE mit dem im Analysezertifikat (AZ, gibt die Wirkstirke des KSE an)
angegebenen Volumen und nach den Anweisungen in der Packungsbeilage
rekonstituieren. Die Anweisungen in der Packungsbeilage zur Verwendung und
Lagerung von Standard-Endotoxin befolgen. Die Wirkstirke des KSE wurde in
Bezug auf das US-Referenz-Standard-Endotoxin (RSE) bestimmt und ist auf dem
AZ angegeben. Der Endotoxin-Referenzstandard nach USP (ident mit RSE) kann
von U.S. Pharmacopeial Convention, Inc., bezogen werden. Hinweis: Das AZ und
die darauf angegebene Wirkstédrke gehoren zu einer bestimmten Kombination von
Pyrochrome®- und KSE-Charge. Die gleiche Charge KSE kann beim Test mit

Pyrochrome® aus verschiedenen Chargen bzw. mit Pyrotell oder LAL-Reagenzien
anderer Hersteller u.U. verschiedene Wirkstirken (in EU/ng) aufweisen (1). Ebenso
hat KSE aus verschiedenen Chargen beim Test mit Pyrochrome® aus der gleichen
Charge wahrscheinlich verschiedene Wirkstdrken. Darauf achten, dass das richtige
AZ und die richtige Wirkstirke verwendet werden.

Das KSE zur Zubereitung von Standard-Endotoxinverdiinnungen verwenden, mit
denen Standardkurven erstellt werden und die als Positivkontrollen und Produkt-
Positivkontrollen (Interferenzkontrollen) dienen.

LAL-Reagenswasser (LRW). Empfohlene Bezugsquellen: Associates of Cape Cod,
Inc. (verschiedene Packungsgroen und -konfigurationen erhiltlich) sowie andere.
Im Handel erhéltliches steriles Wasser fiir Injektionszwecke (steriles Wfl) nach USP
ohne Bakteriostatika oder Wasser zur Irrigation nach USP kann verwendet werden,
vorausgesetzt, es ist nachweislich zur Verwendung als LRW geeignet. Der
Endotoxin-Grenzwert fiir steriles Wfl nach USP betragt lediglich 0,25 EU/mL.
Daher kann steriles Wfl nachweisbare Mengen Endotoxine enthalten und zum
Gebrauch ungeeignet sein.

Zum Nachweis der Eignung von Wasser als LRW muss es wie eine Probe mit einer
Produkt-Positivkontrolle getestet werden (siehe Punkt l.c. im Abschnitt
»Kontrollen). Zur Verdiinnung von Standards und zur Zubereitung von
Positivkontrollen zertifiziertes LRW verwenden (siehe Punkte 1.a. und 1.b. unter
»Kontrollen“). Aus den Anlaufzeiten oder den Endpunktassays fiir die Standards
eine Standardkurve erstellen. Der Korrelationskoeffizient muss mindestens 0,980
betragen (Absolutwert). Die Endotoxinkonzentration des getesteten Wassers ldsst
sich durch Extrapolation der Standardkurve unterhalb der niedrigsten
Endotoxinkonzentration abschitzen und muss erheblich unter der des niedrigsten
Standards liegen. AuRerdem muss die Endotoxinkonzentration der Produkt-
Positivkontrolle innerhalb von + 25% des Wertes einer Positivkontrolle liegen.

Glucashield®-Puffer. Erhiltlich bei Associates of Cape Cod, Inc. (Katalognummer
GBO051). Kann an Stelle des Pyrochrome®-Rekonstitutionspuffers verwendet
werden, um Stérungen durch (1->3)-Beta-D-Glukane zu beheben.

50%ige Essigsiure (fir die Endpunktmethode). Durch Zugabe von einem
Volumenteil Eisessig zu einem gleichen Volumen destilliertem oder
Umkehrosmose-Wasser zubereiten. (LRW — siehe oben unter 2. — kann verwendet
werden, ist jedoch nicht notwendig.)

Wasser (nur fiir die Rekonstitution der Azokupplungsreagenzien). Zuldssig sind alle
Laborquellen fiir destilliertes (einschlieflich LRW), entionisiertes oder
Umkehrosmose-Wasser. Dieses Wasser muss nicht endotoxinfrei sein, da es nur fiir
die Azokupplungschemikalien verwendet wird.

Material und Ausriistung
Mikrotiterplatten. Mikrotiterplatten mit 96 Kavitédten und Abdeckung (erhltlich bei
Associates of Cape Cod, Inc., Katalognummer CA961). Die Mikrotiterplatten miissen
hinsichtlich des Endotoxin- bzw. Glukangehaltes zertifiziert sein oder getestet
werden und diirfen den Test weder hemmen noch férdern. Mikrotiterplatte vor
Verwendung iiberpriifen und Platte verwerfen, falls Kratzer oder andere optische
Interferenzen am Boden der Vertiefungen (innen oder auflen) beobachtet werden.
Reaktionsréhrchen. Kinetische Assays konnen mit einem Réhrchen-Lesegerit mit
Inkubator, beispielsweise mit Pyros Kinetix® Flex, unter Verwendung von
entpyrogenisierten Kulturrohrchen der GroRe 8 x 75 mm aus Borosilikatglas
(Associates of Cape Cod, Inc., Katalognummer TK100) durchgefiihrt werden. Die
Endpunkt-Assays konnen in entpyrogenisierten Kulturrohrchen der Groe 8 x
75 mm oder 10 x 75 mm aus Borosilikatglas (Associates of Cape Cod, Inc.,
Katalognummer TK100 bzw. TB050) durchgefiihrt werden.
Fotometer, das bei 405 nm (bzw. 540 nm bis 550 nm bei der Azomethode) ablesen
kann. Bei Anwendung der kinetischen Methode ein Plattenfotometer mit Inkubator
wie beispielsweise das ELx808™ von BioTek® oder das VersaMax™ von Molecular
Devices oder ein Rohrchen-Lesegerit wie das Pyros Kinetix® Flex (Associates of
Cape Cod, Inc. Katalognummer PKF32, PKF64 und PKF96) verwenden.
Fiir die Endpunktmethode ein Plattenfotometer zur Ablesung der Mikrotiterplatten
verwenden oder, wenn der Test in Rohrchen durchgefiihrt wird, ein
Spektrofotometer mit entsprechenden Kiivetten.

Inkubator, der 37+1 °C einhalten kann (nur fiir die Endpunktmethoden notwendig).
Ein Trocken-Blockinkubator fiir Mikrotiterplatten (bzw. R&hrchen) wird
empfohlen. (Fiir die Endpunktmethode mit Testrohrchen kann ein Wasserbad
verwendet werden.) Die Inkubatoren sollten eine nachweislich uniforme
Wirmeverteilung aufweisen.

Testréhrchenhalter zum Halten bzw. zur Inkubation von Verdiinnungs- und
Reaktionsrohrchen.

Pipetten, Mikropipetten mit Pipettenspitzen (bei der Anwendung von Mikrotiter-
platten sind Mehrkanalpipetten hilfreich) oder Mehrkanalpipetten mit Spritzen-
zylinder aus Kunststoff. Empfohlen werden Einwegpipetten und -spitzen, die frei
von storenden Endotoxinen bzw. Glukanen sind. Associates of Cape Cod, Inc.,
bietet die Produktlinie Pyroclear® an, die per Zertifikat frei von storenden
Endotoxinen bzw. Glukanen ist.

Vortex-Mixer.

8. Parafilm M® (American National Can™). Die dem Schutzpapier zugewandte Seite
ist typischerweise frei von nachweisbaren Endotoxinen.

9. Testréhrchen, die frei von stérenden Endotoxinen und ausreichend grof sind, um
Endotoxinstandards bzw. Proben darin zu verdiinnen. Angaben zu Behiltern, die
fiir Verdiinnungen geeignet sind, siehe unter ,Probennahme und -vorbereitung”.

10. Heifsluftofen, der bis auf mindestens 250 °C aufheizt, zur Entpyrogenisierung von
Glasartikeln. Die iiblichen Entpyrogenisierungszyklen gewdéhrleisten, dass alle
Artikel im Ofen mindestens 30 Minuten lang einer Temperatur von mindestens
250 °C ausgesetzt werden (2, 16, 17).

Kontrollen
Kontrollen sind fiir einen giiltigen Test zwingend notwendig. Die FDA (1) und die

USP (2), EP (3) und JP (4) haben empfohlene Verfahren ausgearbeitet.

1. Endotoxinkontrollen.

a. Endotoxinstandardreihe. Fiir jeden Test einen neuen Satz Verdiinnungen aus der
Stamm-Endotoxinlosung zubereiten. Zuvor zubereitete und eingelagerte
Verdiinnungen diirfen nur verwendet werden, wenn die Stabilitit dieses
Konzentrationsbereiches nachgewiesen ist. Verdiinnungen in geometrischer Reihe
herstellen, so dass der erforderliche Endotoxin-Konzentrationsbereich erzielt wird.
Fiir die Endpunktmethoden empfiehlt sich die Verdiinnung auf das Doppelte. Fiir
die kinetische Methode kénnen hohere Verdiinnungen verwendet werden. Die
niedrigste Endotoxinkonzentration einer Standardreihe bildet jeweils die
Nachweisgrenze des einzelnen Tests und wird mit % bezeichnet (Hinweis: Bei
Endpunkt- und kinetischen Tests sind mit Pyrochrome® Nachweisgrenzen von
0,005 bzw. 0,001 EU/mL moglich). Bei der Herstellung der erforderlichen
Standardreihe die geringstmdgliche Anzahl Verdiinnungen und sachgemiRe
Pipettenvolumina verwenden, um héchstmogliche Genauigkeit zu erreichen. Die
Verdiinnungen kénnen in Glas- oder geeigneten Kunststoffréhrchen oder direkt in
einer Mikrotiterplatte hergestellt werden. Die mit Pyrochrome® nachweisbaren
Maximalkonzentrationen hingen von der Methode ab. Als Richtwert gelten die fiir
Pyrochrome® erhiltlichen empfohlenen Inkubationszeiten.

b. Eine Positivkontrolle (eine einzelne Standard-Endotoxin-Konzentration) ist
mitzufithren, wenn die Standardreihe (siehe oben unter a.) nicht auf die gleiche
Weise wie die Produkt-Positivkontrollen zubereitet wird (siehe unten unter c.). Die
Endotoxinkonzentration der Positivkontrolle sollte derjenigen eines Standards aus
der Mitte der Standardkurve entsprechen. Ein Wert von 0,5 EU/mL wire angemessen
fiir Positivkontrollen, die mit einer Standardreihe aus den Konzentrationen 0,005,
0,05,0,5, 5 und 50 EU/mL mitgefiihrt werden. Wird in einem Test keine Standardreihe
mitgefiihrt, dann muss eine Positivkontrolle mitgefiihrt werden, um zu bestétigen,
dass die Parameter einer vorherigen (archivierten) Standardkurve zur Berechnung
von Endotoxinkonzentrationen verwendet werden konnen. Einzelheiten sind in der
FDA-Richtlinie (1) im Abschnitt ,Routine Testing of Drugs by the LAL Test“ zu
finden. Die Positivkontrolle wird auf die gleiche Weise mit Wasser zubereitet wie die
Produkt-Positivkontrolle mit Produkt.

c. Produkt-Positivkontrollen sind Hemm-/Forderkontrollen und bestehen aus der
Probe oder verdiinnten Probe mit einem Zusatz von Standard-Endotoxin. Die
Konzentration des Endotoxinzusatzes in der Probe muss der Konzentration der
Positivkontrolle entsprechen. Zur Auswahl der geeigneten Endotoxinkonzentration
fiir die Produkt-Positivkontrolle siehe Abschnitt b. oben. Der Endotoxinzusatz wird
oft als ,Dotierung“ bezeichnet.

2. Negativkontrollen.
Negativkontrollen in Form von LRW miissen bei jedem Test mitgefiihrt werden.

Probenvorbereitung - Bestimmung der Testverdiinnung

Wenn bereits ein Testprotokoll fiir den zu testenden Probentyp entwickelt wurde,
die fiir den Assay notwendige Verdiinnung herstellen und wie unter , Testdurchfithrung“
beschrieben fortfahren. Wenn fiir den Probentyp noch kein Protokoll entwickelt
wurde, eine Reihe aus zehnfachen Verdiinnungen der Probe herstellen. Die hochste
giiltige Verdiinnung des Produktes hochstens um den Faktor 10 iiberschreiten.
(Erlduterungen und Rechenbeispiele zur hochsten giiltigen Verdiinnung [hgV] und
niedrigsten giiltigen Konzentration [ngK] sind im Abschnitt ,Grenzen des Verfahrens*
unten oder in der FDA-Richtlinie [1] zu finden.) Zweckdienliche Verdiinnungen aller
Proben zubereiten, jeweils mit einer Produkt-Positivkontrolle.

Testdurchfiihrung
Zum Erreichen zufriedenstellender Ergebnisse ist eine gleichbleibende Technik
notwendig. Alle Kontrollen und Proben miissen mindestens zweifach getestet werden.

Bei der Vorbereitung des Tests ist mit Vorsicht vorzugehen, um eine Kontamination zu

vermeiden. Zur Gewihrleistung einheitlicher Inkubationstemperaturen miissen alle

Gerite entsprechend kalibriert und qualifiziert werden.

1. Die Testinstrumente nach Bedarf vorbereiten. Bei einem automatischen System
bedeutet dies in der Regel das Eingeben der Probenbeschreibungen, das Einstellen
der Testparameter und das Einschalten des auf 37 °C eingestellten Inkubators.

2. Das entsprechende Probenvolumen (Negativkontrolle, Endotoxin-Standard, Probe
oder Produkt-Positivkontrolle) in das Reaktionsgefd geben, sodass beim Zusatz
von Pyrochrome® ein addquates Verhaltnis zustande kommt (siehe 3. unten).

Tests, die mit dem Plattenfotometer durchgefiihrt werden: ein Verhaltnis von Lysat
zu Probe von 1:1 verwenden. Zur Erzielung der bestméglichen Leistung bei allen
derartigen Methoden (kinetische, Endpunkt- oder Azokupplungsmethode) ein
Volumen von 0,05 mL Probe verwenden. Bei der kinetischen und Endpunktmethode
kann auch ein Volumen von 0,1 mL verwendet werden. Zur Erzielung der
maximalen Empfindlichkeit oder bei einer Standardkurve {iber einen grofen
Bereich (Bereich groRer als drei Zehnerpotenzen) werden aber 0,05 mL empfohlen.

Tests, die mit dem Rohrchen-Lesegerét Pyros Kinetix® Flex durchgefiihrt werden:
das Verhiltnis von Lysat zu Probe kann entweder 1:1 oder 1:4 betragen. Bei
Durchfiithrung von Tests unter Verwendung eines Verhiltnisses von 1:1 zwischen
Pyrochrome®-LAL-Reagens und Probe ist ein Probenvolumen von 0,1 mL
erforderlich. Bei Durchfithrung von Tests mit dem Roéhrchen-Lesegerdt Pyros
Kinetix® Flex, bei denen ein Verhiltnis von 1:4 zwischen Pyrochrome®-LAL-
Reagens und Probe eingesetzt wird, sollte das Probenvolumen 0,2 mL betragen.

3. Entsprechend der Methode Pyrochrome® zusetzen und mischen. Unbefriedigende
Testergebnisse sind oft auf unzureichendes Mischen zuriickzufiihren. Die meisten
Plattenlesegerite verfiigen iiber eine Schiittelfunktion.

a. Bei Verwendung einer Mikrotiterplatte betrdgt das Verhltnis zwischen Lysat
und Probe 1:1 und das zugesetzte Volumen von Pyrochrome® entspricht dem
Probenvolumen (siehe Punkt 2. oben; typischerweise 0,05 mL). Pyrochrome® so
rasch wie maglich allen Proben zusetzen und 5 bis 30 Sekunden lang mischen.
Die Platte entweder auf einen Inkubatorblock (bei einem Endpunkttest) oder in
ein Plattenfotometer mit Inkubator (bei einem kinetischen Test) stellen.

b. Bei Methoden, bei denen einzelne Reaktionsréhrchen oder Kiivetten verwendet
werden, kann das zugesetzte Volumen von Pyrochrome® entweder dem
Probenvolumen entsprechen (0,1 mL bei Verwendung eines Réhrchen-
Lesegerits Pyros Kinetix” Flex) oder ein Viertel des Probenvolumens betragen
(0,05 mL bei Verwendung eines Rohrchen-Lesegerdts Pyros Kinetix® Flex).
Wichtig: Die Reaktionszeit sollte in allen Rohrchen gleich sein. Bei Verwendung
des Rohrchen-Lesegerits Pyros Kinetix® Flex wird das das Reaktionsréhrchen
nach Einfithrung in das Gerit erkannt und die Zeitmessung in Gang gesetzt.
Pyrochrome® der Reihe nach jedem Reaktionsgefdl§ zusetzen, etwa 2 Sekunden
lang mischen und das Gefdl§ in das Inkubationsgerit (bei Endpunkttests) oder
das Rohrchen-Lesegerit (bei kinetischen Tests) stellen.

Unabhingig davon, ob Mikrotiterplatten oder Reaktionsréhrchen verwendet
werden, ist eine Mehrkanalpipette fiir die Zugabe von Pyrochrome® hilfreich.

Das Reagens ist mit Vorsicht zu behandeln, um eine Kontamination des
Pyrochrome®-Fldschchens zu vermeiden.
4. Das Testergebnis ablesen.

a. Bei der kinetischen Methode den Test so lange laufen lassen, bis alle Proben
deutlich ldnger inkubiert wurden, als es dauert, bis die niedrigste Standard-
Endotoxin-Konzentration den Anlauf-OD405-Wert erreicht hat. Automatische
Testsysteme brechen iiblicherweise den Test nach einer zuvor eingestellten
Dauer ab. Die empfohlenen Inkubationszeiten als Richtwert anfordern.

b. Bei der Endpunktmethode die Inkubationszeit genau messen, die Platte bzw.
die Reaktionsrohrchen aus dem Inkubator nehmen, die Reaktion mit 50%iger
Essigsdure stoppen (das Volumen muss eine Endkonzentration von 10%
Essigsdure ergeben; fiir Proben- und Pyrochrome®-Volumen von je 0,05 mL
sind 0,025 mL zu verwenden) und die optische Dichte (OD) bei 405 nm in
einem Spektrofotometer bzw. Plattenfotometer ablesen. Der Test sollte so
gestaltet und ausgewertet werden, dass die Inkubationszeit fiir alle Proben
gleich ist (innerhalb von +30 Sekunden). Die Inkubationsdauer hingt vom
gewiinschten Bereich der Endotoxinkonzentrationen ab und ist wahrscheinlich
von einer Pyrochrome®-Charge zur anderen unterschiedlich. Eventuell sind zur
Bestimmung der richtigen Inkubationsdauer Vortests erforderlich. Die
empfohlenen Inkubationszeiten bieten Richtwerte.

c. Bei der Endpunktmethode mit Azokupplung die Reaktionsréhrchen bzw. die
Platte aus dem Inkubator nehmen und die Reaktion durch Zugabe von 0,05 mL
Losung 1 (mit HCI rekonstituiertes Natriumnitrit) stoppen. Zum Mischen die
Platte agitieren. Mit einer neuen Pipettenspitze in jede Reaktionskavitit
0,05 mL Losung 2 (Ammoniumsulfamat) geben und mischen. AbschlieRend
mit einer neuen Pipettenspitze in jede Kavitédt 0,05 mL Losung 3 (NEDA) geben
und mischen. Der Farbumschlag nach Magenta sollte sofort und vollstindig
erfolgen. Den Test bei 540 nm bis 550 nm ablesen. Der Test sollte so gestaltet
und ausgewertet werden, dass die Inkubationszeit fiir alle Proben gleich ist
(innerhalb von +30 Sekunden). Die Inkubationsdauer hingt vom gewiinschten
Bereich der Endotoxinkonzentrationen ab und ist wahrscheinlich von einer
Pyrochrome®-Charge zur anderen unterschiedlich.

Eventuell sind zur Bestimmung der richtigen Inkubationsdauer Vortests
erforderlich.
Ergebnisse
1. Vorldufige Berechnungen.

a. Bei der kinetischen Methode die Zeit bestimmen, die die Proben bis zum
Erreichen einer bestimmten Schwellen-OD (normalerweise 0,03 OD-Einheiten)

bendétigen, unter Beriicksichtigung aller etwaigen Datenkorrekturen. Die
OD-Werte miissen sich auf einen als null OD-Einheiten definierten Ausgangswert
beziehen. Plattenfotometer verfiigen oft {iber Software, die diese Berechnungen
vornimmt. Die Zeit bis zum Erreichen des OD-Wertes heilt Anlaufzeit.

2. Eine Standardkurve erstellen.

a. Bei der kinetischen Methode wird eine Standardkurve erstellt durch Regression

der logarithmischen Anlaufzeit iiber der logarithmischen Endotoxinkon-
zentration der Standards. Die Gleichung fiir die Regressionsgerade beschreibt
die Standardkurve.
Vorausgesetzt, dass der Absolutwert des Korrelationskoeffizienten der
Standardkurve mindestens 0,980 betrdgt (sieche nachstehenden Punkt 2. unter
sInterpretation) kann eine polynomiale Regressionsgleichung zweiter
Ordnung/zweiten Grades (d.h. eine quadratische Regressionsgleichung) zur
Berechnung der Endotoxinkonzentration verwendet werden.

b. Bei der Endpunktmethode wird die Standardkurve erstellt durch Auftragen der
OD-Werte iiber den Endotoxinkonzentrationen der Standards.

3. Die End inl

Die Endotoxinkonzentrationen aller Proben (einschlieflich Standards
und Kontrollen) anhand der folgenden Geradengleichung berechnen: Y = aX + b
nach UmwandlungzuX=(Y-b) / a

rationen berech

wobei:

Y = logarithmische Anlaufzeit (kinetische Methode) oder optische Dichte
(Endpunktmethode)

X: Kinetische Methode: X = logarithmische Endotoxinkonzentration (zur
Berechnung der Endotoxinkonzentration muss der Antilogarithmus von X
bestimmt werden)

Endpunktmethode: X = Endotoxinkonzentration

a = Steigung der Geraden
b = Y-Achsenabschnitt

Die aus der Standardkurve berechnete Endotoxinkonzentration mit der
Verdiinnung der Probe multiplizieren, um die Konzentration der urspriinglichen,
unverdiinnten Probe anzugeben.

Diese Berechnungen werden tiblicherweise durch die Endotoxin-Testsoftware
durchgefiihrt.

Interpretation

1. Damit ein Test giiltig ist, muss die (durch Extrapolation der Standardkurve
geschdtzte) Endotoxinkonzentration der Negativkontrollen deutlich unter
derjenigen des niedrigsten Standards liegen.

2. Der Korrelationskoeffizient fiir die dem Test beiliegende Standardkurve sollte
einen Absolutwert von mindestens 0,980 haben.

3. DerDurchschnitt der gemessenen Endotoxinkonzentrationen der Positivkontrollen
(bei Bestdtigung einer Archivkurve) darf nicht mehr als 25% von der
Nennkonzentration abweichen. Bei einer Positivkontrolle von 0,125 EU/mL muss
der Messwert also zwischen 0,09375 EU/mL und 0,15625 EU/mL liegen.

4. Endotoxinkonzentrationen kénnen nur im Bereich von der niedrigsten bis zur
héchsten Standard-Endotoxin-Konzentration angegeben werden. Ergebnisse fiir
Proben, die auerhalb dieses Bereiches liegen, sollten als unterhalb der niedrigsten
Standardkonzentration (nicht nachweisbar) bzw. oberhalb der hochsten
Standardkonzentration angegeben werden.

Bei der Endpunktmethode konnen giiltige Endotoxinkonzentrationen nur aus
OD-Werten berechnet werden, die im linearen Teil der Standardkurve liegen.

5. Zur Bestdtigung, dass die Probe die LAL/Endotoxinreaktion nicht wesentlich stort,
muss die gemessene Endotoxinkonzentration der Produkt-Positivkontrolle
innerhalb von 50% bis 200% der Nennkonzentration der Endotoxindotierung
liegen. Vor der Bestimmung, ob die Dotierung innerhalb dieser Grenzwerte
wiedergefunden wurde, die in der (undotierten) Probe gemessene
Endotoxinkonzentration subtrahieren. Zum Beispiel muss die gemessene
Endotoxinkonzentration einer Produkt-Positivkontrolle von 0,125 EU/mL (nach
der Subtraktion etwaiger Endotoxine in der undotierten Probe) im Bereich von
0,0625 EU/mL bis 0,25 EU/mL (50% bis 200% von 0,125 EU/mL) liegen, damit diese
als frei von wesentlicher Interferenz angesehen werden kann. Betrigt die
gemessene Endotoxinkonzentration in der undotierten Probe 0,028 EU/mL und
die in der Produkt-Positivkontrolle 0,163 EU/mL, dann sind 0,163 EU/mL -
0,028 EU/mL = 0,135 EU/mL Endotoxine auf die Dotierung zuriickzufiihren. Dieser
Wert liegt im zuldssigen Bereich und der Test der Probe ist giiltig, vorausgesetzt, die
anderen Anforderungen sind erfiillt.

Grenzen des Verfahrens
Das Verfahren wird durch das AusmaR der Hemm- bzw. Forderfahigkeit der getesteten
Probe begrenzt. Falls das Verfahren nicht bei einer Probenkonzentration {iber der
niedrigsten giiltigen Konzentration (ngK) validiert werden kann (1, 2), ist eine

Verwendung des bakteriellen Endotoxintests mit LAL-Reagenzien anstelle des
Pyrogentests nach USP nicht moglich. Die ngK berechnet sich wie folgt:

(2) (Probendosis)
(Endotoxin-Toleranzgrenzwert)

wobei A in EU/mL, die Probendosis in Einheiten pro kg Kérpergewicht und der
Endotoxin-Toleranzgrenzwert in EU/kg angegeben wird.

ngK=

Die hochste giiltige Verdiinnung (hgV) ist die Probenverdiinnung, die die ngK
enthélt (1). Sie wird berechnet, indem man die Ausgangs-Probenkonzentration durch
die ngK dividiert.

Der Endotoxin-Toleranzgrenzwert betrdgt 0,2 EU/kg bei Arzneimitteln zur
intrathekalen Verabreichung und 5 EU/kg fiir alle anderen parenteralen Arzneimittel.
Fiir Medizinprodukte wird der Grenzwert pro mL eines Extrakt- bzw. Spiilvolumens
angegeben, das wie in der USP (18) beschrieben gewonnen wurde, auf Grundlage der
Grenzwerte fiir Medizinprodukte. Bei Medizinprodukten, die nicht mit dem Liquor
cerebrospinalis in Kontakt kommen, betrdgt der Grenzwert 20 EU pro Produkt,
anderenfalls 2,15 EU pro Produkt. Nach der FDA-Richtlinie (1) ist der Grenzwert fiir
fliissige Medizinprodukte der gleiche wie fiir Arzneimittel.

Manche Serinproteasen (z.B. Trypsin, aktivierte Blutfaktoren) verursachen falsch
positive Ergebnisse, wenn sie nicht vor dem Test (beispielsweise durch
Hitzebehandlung) inaktiviert werden. Gelbliche Materialien wie z.B. Tierserum,
Albumin und Plasma kénnen den chromogenen Assay auf pNA-Basis storen. Bei
diesen Produkten den Assay mit Azokupplung (Associates of Cape Cod, Inc.
Katalognummer CD060) verwenden. UbermiRige Triibung einer Probe kann
gleichfalls den Test storen.

Erwartungswerte

Die Endotoxine in den Proben lassen sich im Bereich der Standard-Endotoxin-
Konzentrationen, mit denen die Standardkurve erstellt wurde, quantitativ bestimmen.
Falls zur Behebung von Hemm- oder Fordereffekten eine Verdiinnung der Probe
notwendig ist, erhéht sich die kleinste nachweisbare Endotoxinmenge entsprechend.
Materialien biologischer Herkunft kénnen selbst nach einer biochemischen Reinigung
noch messbare Endotoxinspiegel aufweisen. Wasser, das durch Destillation,
Umkehrosmose oder Ultrafiltration gewonnen wurde, kann Endotoxinspiegel
unterhalb der Nachweisgrenze aufweisen, vorausgesetzt, der Purifikationsprozess
arbeitet ordnungsgemél und das Wasser wird nach der Produktion nicht kontaminiert.
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Unser erfahrenes Personal bespricht den LAL-Test in praktischer und theoretischer Hinsicht gerne
mit Thnen. Rufen Sie bei Fragen zum Umgang mit Pyrochrome® bitte an. Wir ersetzen jedes unserer
Produkte, falls es nicht die in den Produk ifikationen t Leistung erbringen sollte. Setzen
Sie sich vor einer Riicksendung bitte mit dem Kundendienst in Verbindung.

Wenn Sie eine Kopie dieser Gebrauchsanleitung in Deutsch wiinschen, besuchen Sie bitte die Website von ACC unter http://www.acciusa.com/lal/productinserts/pyrochrome.htm|
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PYROCHROME®

per il rilevamento e la determinazione quantitativa delle
endotossine batteriche Gram-negative (lipopolisaccaridi)

Se impiegato attenendosi alle linee guida della Food and Drug Administration
(FDA) statunitense (1), il test del lisato degli amebociti del Limulus (LAL), pud
sostituire il test dei pirogeni (test della febbre del coniglio) della U.S. Pharmacopeia
(USP) per testare a prodotto finito i “farmaci iniettabili per uso umano (inclusi i
prodotti biologici), i farmaci iniettabili per uso veterinario e i dispositivi medici.” Il test
LAL ¢ indicato per la determinazione quantitativa di endotossina in materie prime
(acqua inclusa) impiegate nella produzione e per il monitoraggio di processo dei livelli
di endotossina. Il Bacterial Endotoxins Test (2) della farmacopea statunitense & il test
LAL ufficiale a cui si fa riferimento in specifiche monografie USP ed ¢ armonizzato ai
capitoli equivalenti della farmacopea europea (EP) (3) e giapponese (JP) (4).

Breve descrizione del test

11 lisato degli amebociti del Limulus & un estratto acquoso di cellule ematiche
(amebociti) del Limulus polyphemus o “granchio a ferro di cavallo”. In presenza
dell’endotossina, i fattori del LAL sono attivati in una cascata proteolitica che determina
la scissione di un substrato peptidico artificiale e incolore presente nel LAL
Pyrochrome?®. La scissione proteolitica del substrato libera para-nitroanilina (pNA), di
colore giallo, che assorbe la luce a 405 nm. Il test viene eseguito aggiungendo un volume
di Pyrochrome® a un volume di campione e incubando la miscela di reazione a 37 °C.
Quanto maggiore ¢ la concentrazione di endotossine nel campione, tanto pill rapida
sara la produzione di pNA. Ai fini della determinazione quantitativa della
concentrazione di endotossine, Pyrochrome® pud essere usato in due modi diversi (5).
Nel metodo cinetico, viene determinato il tempo necessario per ottenere una
particolare assorbanza a 405 nm (il tempo di inizio). Concentrazioni piut elevate di
endotossine determinano tempi di inizio pitt brevi. Il dosaggio richiede una
strumentazione specializzata per I'incubazione di pitt campioni a una temperatura
controllata (di solito 37 °C) e per I'esecuzione a intervalli regolari delle letture di densita
ottica. Le curve standard, costruite tracciando il logaritmo del tempo di inizio in
funzione della concentrazione di endotossina standard, vengono usate per calcolare le
concentrazioni di endotossine nei campioni. In alternativa, nel metodo endpoint
cromogenico, la quantita di pNA liberata pud essere misurata al termine di un periodo
di incubazione predeterminato. Per determinare le concentrazioni nei campioni viene
usata una curva standard, costituita dalla densita ottica misurata tracciata in funzione
delle concentrazioni note di endotossina standard. Per i campioni che assorbono la luce
a405-410 nm, puo essere usato un dosaggio di diazocopulazione. In questo metodo, la
pNA (formatasi durante il metodo endpoint cromogenico) viene fatta reagire con nitrito
in HCl e poi con N-(1-Naftil)-etilenediamina (NEDA) per formare un derivato diazotato
della fucsina che assorbe la luce in un range compreso tra 540 e 550 nm.

I metodi di analisi Pyrochrome® sono rapidi, specifici, semplici da eseguire e
altamente sensibili. Il limite di rilevamento dipende dal metodo e dalla strumentazione
usati e puo raggiungere una sensibilita di 0,001 unita endotossiniche (EU) per mL.

Antecedenti e principio biologico

Howell descrisse la coagulazione del sangue del Limulus nel 1885 (6). Negli anni
’50, presso il Marine Biological Laboratory di Woods Hole, nel Massachusetts, USA,
Bang scopri che i batteri Gram-negativi provocavano la coagulazione del sangue del
Limulus (7). Levin e Bang determinarono successivamente che la reazione era
enzimatica e che gli enzimi si trovavano nei granuli degli amebociti (8, 9). Essi
dimostrarono che la coagulazione ha inizio da un unico componente strutturale della
parete cellulare dei batteri, chiamato endotossina o lipopolisaccaride (10). In base alle
conoscenze attuali si ritiene che la reazione consista in una cascata di passaggi di
attivazione enzimatica che termina con la scissione della proteina, il coagulogeno. 11
prodotto insolubile della scissione del coagulogeno (coagulina) si salda mediante
interazione ionica. Se si forma una quantita sufficiente di coagulina, il prodotto
diventa dapprima torbido, quindi gelifica con formazione di coagulo. Questa
interazione crea le basi del dosaggio dell'endotossina chiamato test del lisato degli
amebociti del Limulus (LAL). Nel 1977, ricercatori giapponesi scoprirono che il LAL

attivato da endotossine era in grado di scindere anche piccoli peptidi cromogenici che
contenevano un sito di scissione degli aminoacidi simile al coagulogeno e al
cromoforo, il p-nitroanilide (11). La scissione comporta la liberazione di pNA, di colore
giallo, che assorbe la luce a 405 nm. In questo adattamento cromogenico del dosaggio
LAL, la concentrazione del coagulogeno viene ridotta mediante diluizione per ridurre
al minimo l'interferenza quando il substrato cromogenico viene aggiunto al LAL.
Pertanto, quando l'endotossina viene aggiunta al reagente LAL cromogenico, si
sviluppa colore invece che torbidita o gelificazione con formazione di coagulo. In tutte
le versioni del dosaggio LAL (metodo gel-clot, turbidimetrico, cromogenico), quanto
maggiore € la quantita di endotossine presenti, tanto pill rapidamente si raggiunge
I’endpoint (gelificazione con formazione di coagulo, torbidita o colorazione). Ulteriori
informazioni sui tipi di dosaggio LAL, reazione chimica e applicazioni sono reperibili
nella letteratura pertinente (12, 13, 14).

Reagente

Pyrochrome® viene confezionato in forma liofilizzata in fiale da 3,2 mL. Contiene
un estratto acquoso di amebociti di Limulus polyphemus, stabilizzatore, sali, tampone
e substrato cromogenico.

Pyrochrome® non viene etichettato con una sensibilita specifica. La sensibilita in
un dato test (indicata con 1) & la concentrazione piu bassa di endotossina utilizzata
per costruire la curva standard. La sensibilita maggiore (1) di Pyrochrome® & pari a
0,001 EU/mL in un dosaggio con il metodo cinetico e 0,005 EU/mL in un dosaggio con
il metodo endpoint. Pyrochrome® & esclusivamente per uso diagnostico in vitro e non
¢ indicato per la diagnosi di endotossiemia nell'uomo. La tossicita di Pyrochrome® non
e stata stabilita. Tuttavia, il contatto prolungato o ripetuto del LAL con la cute ha
provocato reazione allergica di Tipo I in alcuni individui (15). Pertanto, usare prudenza
nella manipolazione di Pyrochrome®.

Procedura di ricostituzione

1. Picchiettare leggermente la fiala di Pyrochrome® per far cadere sul fondo i residui
di materiale. Eliminare il vuoto sollevando il tappo grigio. Non contaminare
I'imboccatura della fiala. Togliere il tappo e gettarlo; non iniettare attraverso il
tappo e non riutilizzarlo. Una piccola quantita di polvere di LAL sul tappo non
influisce sull’esito del test.

2. Ricostituire Pyrochrome® con 3,2 mL di tampone Pyrochrome® o Glucashield®
(disponibile separatamente presso Associates of Cape Cod, Inc.). Per ottenere una
sensibilita paria 0,001 EU/mLin un lettore di micropiastre, & necessario ricostituire
Pyrochrome® con Glucashield®. In un lettore di provette & possibile raggiungere
questa sensibilita sia con il tampone di ricostituzione Pyrochrome® che con il
tampone Glucashield®. Dato che sono necessari alcuni minuti perché il granulo si
sciolga, reidratarlo almeno 5 minuti prima dell’uso. Agitare la fiala per ottenere un
prodotto omogeneo, evitando tuttavia di miscelarlo vigorosamente per non creare
una quantita eccessiva di schiuma e causare perdita di sensibilita. Coprire la fiala
con Parafilm M® e conservarla al freddo (a 2-8 °C) quando non viene utilizzata.
Pyrochrome® deve essere usato entro 8 ore dalla ricostituzione.

Condizioni di conservazione

11 Pyrochrome® liofilizzato & relativamente stabile e, se conservato correttamente,
mantiene la completa attivita fino alla data di scadenza indicata sull’etichetta.
Conservare il prodotto a 2-8 °C. Temperature superiori a 37 °C possono provocare un
rapido deterioramento di Pyrochrome® liofilizzato, evidenziato da una perdita di
sensibilita e da un marcato ingiallimento del prodotto. Pyrochrome® & spedito in
contenitori isolati che lo proteggono dalle temperature elevate. Prima della
ricostituzione, Pyrochrome® ¢ sensibile alla luce e va quindi conservato al buio.

11 Pyrochrome?® ricostituito & normalmente trasparente e leggermente opalescente.
Qualche lotto potrebbe presentare una leggera e uniforme torbidita. La presenza di
piccole fibre o filamenti non indica contaminazione né compromette l'attivita del
prodotto; tuttavia, un precipitato a fiocchi o un colore marcatamente giallo indicano
deterioramento e in tal caso non si deve usare il reagente. Il Pyrochrome® ricostituito
& meno stabile del prodotto liofilizzato; le fiale possono essere conservate per non pitt
di 8 ore a 2-8 °C. Tenere presente che, per raggiungere la massima sensibilita, potrebbe
essere necessario I'uso di reagente appena ricostituito. Il Pyrochrome® ricostituito non
puo essere congelato.

Raccolta e preparazione dei campioni

I campioni devono essere raccolti asetticamente in contenitori esenti da
endotossina rilevabile. Si consiglia I'utilizzo di vetreria riutilizzabile depirogenata o di
contenitori in plastica, sterili e monouso, in polistirene o polietilene tereftalato (PET)
per ridurre al minimo I'adsorbimento dell’endotossina alle superfici dei contenitori.
Non tutti i contenitori in plastica sono esenti da endotossina rilevabile. Inoltre, le
sostanze estraibili da alcune materie plastiche possono interferire con il test. Per
determinare 'idoneita della vetreria, selezionare a caso alcuni contenitori di un lotto,
risciacquarli con un piccolo volume di reagente acqua per LAL (LRW), lasciarli
riposare a temperatura ambiente per un'ora e analizzare la soluzione di risciacquo
come se si trattasse di un campione. La soluzione di risciacquo deve contenere una
concentrazione di endotossina considerevolmente inferiore alla pilt bassa
concentrazione standard da utilizzare. Inoltre, la soluzione di risciacquo non deve né
inibire né attivare il test; cio va determinato mediante recupero di una quantita nota
di endotossina aggiunta al campione. Il pH della miscela di reazione (un volume di

campione o diluizione di campione miscelato con un ugual volume di Pyrochrome®)
deve essere compreso tra 6 e 8. Correggere il pH del campione con HCl, NaOH o
tampone (esente da endotossina rilevabile). Diluire il componente HCl o NaOH
concentrato con LRW fino a una concentrazione adeguata e usarne un volume che
non comporti una significativa diluizione del campione in esame. Se al momento della
correzione del pH nel campione si forma del precipitato, diluire il campione (senza
tuttavia superare la massima diluizione valida [MVD] - vedere “Limiti della procedura”)
prima di correggere il pH. Non correggere il pH di soluzioni fisiologiche non tamponate
0 acqua. A volte la semplice diluizione puo risolvere i problemi di pH.

Le sostanze che denaturano le proteine, chelano gli ioni, legano I'endotossina o
alterano lo stato idrofobico dell’endotossina possono causare interferenza nel test.
Linterferenza pud essere rilevata mediante il recupero di endotossina, maggiore o
minore del previsto, da una quantita nota di endotossina standard aggiunta al campione
(vedere “Limiti della procedura”). Nella maggioranza dei casi, la diluizione del campione
riduce la concentrazione e 'attivita delle sostanze interferenti, consentendo comunque
di ottenere risultati validi. Controlli e schemi di diluizione appropriati sono trattati nella
sezione “Procedura di analisi”. I campioni vanno analizzati appena possibile dopo la
raccolta. Pud essere utile congelare i campioni non sterili da conservare o spedire prima
del test. I campioni con presunte basse concentrazioni di endotossina devono essere
testati per valutare I'eventuale perdita di endotossina durante la conservazione.

Procedura di analisi

Reagenti del test forniti con Pyrochrome®

1. Pyrochrome® (vedere la descrizione riportata nelle precedenti sezioni “Reagente” e
“Procedura di ricostituzione”).

2. Tampone di ricostituzione Pyrochrome® (solo numero di catalogo C1500). Usare il
tampone per la ricostituzione del Pyrochrome® come descritto in precedenza.

3. Tampone di ricostituzione Glucashield® (solo numero di catalogo CG1500). Usare il
tampone per la ricostituzione del Pyrochrome® come descritto in precedenza.

4. Endotossina standard di controllo (CSE) - solo kit di diazocopulazione (CD060).
Ciascuna fiala di CSE contiene 10 ng. Ricostituire la CSE con il volume specificato
nel Certificato di analisi (che riporta la potenza della CSE). La CSE & stata
appositamente formulata per dissolversi rapidamente. Dopo aver aggiunto LRW,
miscelare mediante vortex la fiala per 30-60 secondi. A questo punto la CSE &
pronta per I'uso. Se non si intende usare immediatamente la soluzione, miscelare
mediante vortex la fiala per 30 secondi prima dell’uso. Quindi eseguire le diluizioni
idonee per ottenere le concentrazioni di endotossina desiderate. Miscelare
mediante vortex tra una diluizione e I'altra. La CSE ricostituita & stabile per sette
giorni quando conservata a 2-8 °C. Non congelare la CSE ricostituita.

Ogni fiala di CSE contiene endotossina la cui attivita & stata determinata in
relazione all’endotossina standard di riferimento (RSE) statunitense ed &
specificata nel Certificato di analisi. Uendotossina standard di riferimento USP
(identica alla RSE) pud essere richiesta alla U.S. Pharmacopeial Convention, Inc.
Nota - Il Certificato di analisi e la potenza ivi riportata si riferiscono a una
combinazione specifica di lotti di Pyrochrome® e di CSE. Un dato lotto di CSE puo
esibire potenze differenti (EU/ng) se analizzato con lotti differenti di Pyrochrome®
o con Pyrotell o Pyrotell-T. Analogamente, & probabile che lotti differenti di CSE,
testati con lo stesso lotto di Pyrochrome?®, esibiscano potenze diverse. Accertarsi di
usare il Certificato di analisi e la potenza corretti.

Utilizzare la CSE per preparare concentrazioni di endotossina standard da cui
costruire le curve standard, per i controlli positivi e per i controlli positivi del
prodotto (controlli di interferenza). Non utilizzare questa CSE in fiala da 10 ng
come controllo di depirogenazione.

5. Reagenti diazoici - solo kit di diazocopulazione (CD060). Fiala 1a, HCI; fiala 1,
nitrito di sodio; fiala 2, solfammato di ammonio; fiala 3, NEDA. Ricostituire la
fiala 1 con I'intero contenuto della fiala 1a; ricostituire la fiala 2 con 4 mL di acqua;
ricostituire la fiala 3 con 4 mL di acqua. Vedere il punto 5 che segue per
informazioni sul grado dell’acqua richiesto per I'analisi.

Reagenti di test non forniti con Pyrochrome®

1. Endotossina standard di controllo (CSE). (Associates of Cape Cod, Inc., numero di
catalogo EC010). Ricostituire la CSE con il volume specificato nel Certificato di
analisi (che riporta la potenza della CSE), e secondo quanto indicato nel foglio
illustrativo che accompagna la confezione. Per 1'uso e la conservazione
dell’endotossina standard seguire le istruzioni riportate nel foglio illustrativo. La
potenza della CSE é stata determinata in relazione all’endotossina standard di
riferimento (RSE) statunitense ed & specificata nel Certificato di analisi.
Lendotossina standard di riferimento USP (identica alla RSE) puo essere richiesta
alla U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. Nota - Il Certificato di analisi e la potenza
ivi riportata si riferiscono a una combinazione specifica di lotti di Pyrochrome® e
di CSE. Un dato lotto di CSE potrebbe esibire potenze differenti (EU/ng) se
analizzato con lotti differenti di Pyrochrome?®, Pyrotell o altre marche di reagenti
LAL (1). Analogamente, & probabile che lotti differenti di CSE, testati con lo stesso
lotto di Pyrochrome?®, esibiscano potenze diverse. Accertarsi di usare il Certificato
di analisi e la potenza corretti.

Usare la CSE per la preparazione delle diluizioni di endotossina standard da cui
costruire le curve standard, per i controlli positivi e per i controlli positivi del
prodotto (controlli di interferenza).

Reagente acqua per LAL (LRW). Le fonti consigliate includono Associates of Cape
Cod, Inc. (sono disponibili varie misure e configurazioni di confezionamento). E
consentito usare acqua sterile per preparazioni iniettabili (WFI sterile) approvata
dalla USP senza agenti batteriostatici o acqua per irrigazione approvata dalla USP,
entrambe comunemente reperibili in commercio, purché ne sia stata dimostrata
I'idoneita per I'uso come LRW. Il limite di endotossina per la WFI sterile USP & di
0,25 EU/mL; pertanto la WFI sterile potrebbe contenere livelli rilevabili di
endotossina e non essere idonea all'uso.

Per certificare che I'acqua sia idonea all'uso come LRW, analizzarla come un
campione con un controllo positivo del prodotto (vedere il punto 1.c. della sezione
“Controlli”). Usare LRW certificata per eseguire le diluizioni degli standard e per
preparare i controlli positivi (vedere i punti 1.a. e 1.b. della sezione “Controlli”).
Costruire una curva standard basandosi sui tempi di inizio o sui dosaggi del
metodo endpoint per gli standard. Il coefficiente di correlazione deve essere
almeno 0,980 (valore assoluto). La concentrazione di endotossina dell’acqua in
esame pud essere stimata estrapolando la curva standard al di sotto della
concentrazione piu bassa di endotossina e deve essere considerevolmente
inferiore a quella dello standard pili basso. Inoltre, la concentrazione di endotossina
del controllo positivo del prodotto deve essere compresa tra +25% di quella di un
controllo positivo.

Tampone Glucashield®. Disponibile presso Associates of Cape Cod, Inc. (numero di
catalogo GB051), pud essere usato al posto del tampone di ricostituzione
Pyrochrome® per eliminare I'interferenza ad opera dei (1-3)-p-D-glucani.

. Acido acetico al 50% (per il metodo endpoint). Prepararlo aggiungendo un volume

di acido acetico glaciale ad un volume equivalente di acqua distillata o trattata
mediante osmosi inversa. Volendo, si pud anche utilizzare LRW (vedere il punto 2.
qui sopra), ma I'analisi non lo richiede.

. Acqua (solo per la ricostituzione dei reagenti di diazocopulazione). E accettabile

qualsiasi fonte di laboratorio che fornisca acqua distillata (inclusa LRW), acqua
deionizzata o acqua trattata mediante osmosi inversa. Quest’acqua non deve
essere necessariamente esente da endotossina, in quanto & utilizzata unicamente
per il metodo di diazocopulazione.

Materiali e apparecchiature
Micropiastre. Micropiastre coperte, a 96 pozzetti (disponibili su richiesta presso la
Associates of Cape Cod, Inc., numero di catalogo CA961). Le piastre devono essere
certificate o analizzate per escludere la contaminazione da endotossine e/o
glucani e non devono causare né inibizione né attivazione. Controllare le
micropiastre prima dell’'uso e gettarle se presentano graffi o altre interferenze
ottiche sulla superficie o sul fondo dei pozzetti.
Provette di reazione. 1 dosaggi cinetici possono essere eseguiti in un lettore di
provette per incubazione, come il Pyros Kinetix® Flex, usando provette di coltura da
8x 75 mm in vetro borosilicato depirogenato (Associates of Cape Cod, Inc., numero
di catalogo TK100). Anche i dosaggi del metodo endpoint possono essere analizzati
in provette di coltura in vetro borosilicato depirogenate, da 8 x 75 mm o0 10 x 75 mm
(Associates of Cape Cod, Inc., numeri di catalogo TK100 e TB050, rispettivamente).
Lettore ottico in grado di eseguire letture a 405 nm, o a 540-550 nm per il metodo di
diazocopulazione. Per il metodo cinetico, usare un lettore di micropiastre con
capacita di incubazione, come i modelli BioTek® ELx808™ o Molecular Devices
VersaMax™, oppure un lettore di provette, come il Pyros Kinetix® Flex (Associates
of Cape Cod, Inc., numeri di catalogo PKF32, PKF64 e PKF96).
Per il metodo endpoint, usare un apposito lettore per leggere le micropiastre,
oppure, se si esegue il test in provette, uno spettrofotometro con cuvette idonee.
Incubatore in grado di mantenere la temperatura a 37+1 °C (necessario solo per i
metodi endpoint). Si consiglia I'uso di un incubatore con blocco a secco per le
microspiastre (o le provette, a seconda del caso). (Per il metodo endpoint con
provette per analisi si puo utilizzare un bagnomaria.) L'incubatore deve garantire
una distribuzione uniforme del calore.
Rastrelliere portaprovette per l'inserimento e/o l'incubazione delle provette di
diluizione e di reazione.
Pipette, micropipette con puntali (i pipettatori multicanale sono utili quando si
usano le micropiastre) o pipettatori a ripetizione con cilindri delle siringhe in
plastica. Si consiglia di usare pipette e puntali monouso esenti da endotossine e
glucani, che interferiscono con I'analisi. Associates of Cape Cod, Inc. offre la linea
di prodotti Pyroclear®, certificati esenti da endotossine e glucani interferenti.
Miscelatore di tipo vortex.
Parafilm M® (American National Can™). In condizioni normali, il lato a contatto
con il rivestimento in carta & esente da endotossina rilevabile.
Provette per analisi esenti da endotossina interferente, di capacita adeguata per
eseguire le diluizioni dello standard di endotossina o del campione da analizzare.
Per informazioni sui contenitori idonei per le diluizioni, vedere “Raccolta e
preparazione dei campioni”.

10. Stufa ad aria calda in grado di raggiungere una temperatura di almeno 250 °C per
la depirogenazione della vetreria. I cicli di depirogenazione adottati comunemente
prevedono la permanenza di tutti gli articoli per almeno 30 minuti ad una
temperatura minima di 250 °C (2, 16, 17).

Controlli
I controlli sono necessari per garantire la validita del test. Le procedure consigliate
sono definite in dettaglio dalla FDA (1), USP (2), EP (3) e JP (4).

1. Controlli di endotossina.

a. Serie di standard di endotossina. Approntare per ciascun test una serie di
diluizioni preparate al momento partendo dalla soluzione di endotossina base.
Non usare diluizioni preparate in precedenza e conservate, se non dopo avere
confermato la stabilita di quel range di concentrazioni. Eseguire le diluizioni in una
serie geometrica per ottenere il range di concentrazioni di endotossina necessario.
Per i metodi endpoint si consigliano diluizioni doppie; per il metodo cinetico si
possono usare diluizioni maggiori. La concentrazione piu bassa di endotossina in
qualsiasi serie di standard costituisce il limite di rilevamento di quel particolare
test ed & contrassegnata con il simbolo A. (Nota: Nei test con Pyrochrome® con i
metodi endpoint e cinetico sono possibili limiti di rilevamento, rispettivamente, di
0,005 e 0,001 EU/mL.) Per ottenere il range di standard necessario ai fini
dell’analisi, utilizzare quante meno diluizioni possibile con volumi pipette
appropriati per massimizzare I’accuratezza. Le diluizioni possono essere eseguite
in provette in vetro o plastica idonea o direttamente in una micropiastra. Le
concentrazioni massime rilevate con Pyrochrome® sono metodo-dipendenti. In
caso di dubbi, fare riferimento ai tempi di incubazione consigliati e disponibili per
Pyrochrome®.

b. E necessario includere un controllo positivo (una singola concentrazione di
endotossina standard) se la serie di standard (vedere il punto a. qui sopra) non viene
preparata allo stesso modo dei controlli positivi del prodotto (vedere il punto c. che
segue). La concentrazione di endotossina del controllo positivo deve essere uguale a
quella di uno standard al centro della curva standard. Un valore di 0,5 EU/mL &
adeguato per i controlli positivi inclusi in una serie di standard che comprende
concentrazioni di 0,005; 0,05; 0,5; 5 e 50 EU/mL. Se in un test non ¢ inclusa una serie
di standard, & necessario includere un controllo positivo per verificare che per il
calcolo delle concentrazioni di endotossina sia corretto usare i parametri di una
curva standard precedente (archiviata). Per informazioni dettagliate, fare riferimento
alle linee guida della FDA (1), sotto “Routine Testing of Drugs by the LAL Test”. Il
controllo positivo deve essere preparato in acqua allo stesso modo dei controlli
positivi del prodotto.

c. Icontrolli positivi del prodotto sono controlli di inibizione/attivazione e consistono
nel campione o diluizione del campione ai quali si aggiunge endotossina standard.
La concentrazione dell'endotossina aggiunta nel campione in esame deve essere
uguale a quella del controllo positivo. Fare riferimento al punto b. qui sopra per la
selezione della concentrazione di endotossina appropriata per il controllo positivo
del prodotto. Lendotossina aggiunta viene frequentemente denominata “spike”.

2. Controlli negativi.
I controlli negativi con LRW devono essere inclusi in ciascun test.

i - Deter della diluizi del test

Se in precedenza ¢ stato messo a punto un protocollo di analisi per il tipo di
campione in esame, eseguire la diluizione necessaria per il dosaggio e continuare
come indicato nella sezione “Esecuzione del test”. Se invece non esiste un protocollo
gia definito per il tipo di campione in esame, eseguire una serie di diluizioni decuple
del campione. Non superare di un fattore maggiore di 10 la massima diluizione valida
del prodotto. Per la spiegazione e il calcolo della massima diluizione valida (MVD) e
della minima concentrazione valida (MVC), fare riferimento alla sezione “Limiti della
procedura” qui sotto, o alle linee guida della FDA (1). Preparare le diluizioni
appropriate di tutti i campioni con un controllo positivo del prodotto per ciascun
campione.

Preparazione dei

Esecuzione del test
Per ottenere risultati soddisfacenti, & necessario adottare una tecnica uniforme.
Analizzare tutti i controlli e i campioni come minimo in duplicato. Prestare attenzione
a evitare la contaminazione durante la preparazione del test. Le apparecchiature
devono essere adeguatamente calibrate e qualificate per garantire temperature di
incubazione uniformi.

1. Preparare la strumentazione per il test come necessario. In un sistema
automatizzato, questo comporta generalmente I'immissione dei descrittori dei
campioni, I'impostazione dei parametri di analisi e I'accensione dell'incubatore,
che va impostato a 37 °C.

2. Aggiungere al contenitore di reazione il volume adeguato di campione (controllo
negativo, standard di endotossina, campione o controllo positivo del prodotto) per
ottenere un rapporto adeguato quando si aggiunge Pyrochrome® (vedere il
punto 3. qui sotto).

Per i test effettuati in un lettore di micropiastre, usare un rapporto lisato-campione
pari a 1:1. Per prestazioni ottimali, usare un volume di 0,05 mL per ciascun metodo

(cinetico, endpoint o diazocopulazione). In alternativa, & possibile usare 0,1 mL per
imetodi cinetico ed endpoint; tuttavia, per conseguire la massima sensibilita o una
curva standard ad ampio range (maggiore di 3 logaritmi), si consigliano 0,05 mL.

Per i test effettuati in un lettore di provette Pyros Kinetix® Flex, & consentito usare un
rapporto lisato-campione pari a 1:1 oppure 1:4. Per i test eseguiti con reagente LAL
Pyrochrome® e campione in rapporto 1:1, & necessario un volume di campione di
0,1 mL. Per i test nel lettore di provette Pyros Kinetix® Flex con reagente LAL
Pyrochrome® e campione in rapporto 1:4, il volume del campione deve essere di 0,2 mL.

3. Aggiungere Pyrochrome® a seconda del metodo adottato e miscelare. Una

miscelazione non adeguata & spesso causa di risultati insoddisfacenti dell’analisi.

La maggior parte dei lettori di piastre include una funzione di agitazione.

a. Per una micropiastra, usare un rapporto lisato-campione di 1:1 e aggiungere un
volume di Pyrochrome® uguale al volume del campione (vedere il punto 2. qui
sopra; generalmente si tratta di 0,05 mL). Aggiungere Pyrochrome® quanto piit
rapidamente possibile in tutti i campioni e miscelarlo per 5-30 secondi.
Collocare la piastra su un supporto dell'incubatore (per un test endpoint) o in
un lettore di micropiastre con capacita di incubazione (per un test cinetico).

b. Per i metodi che si avvalgono di provette di reazione o cuvette, il volume di
Pyrochrome® aggiunto puo essere uguale al volume del campione (0,1 mLin un
lettore di provette Pyros Kinetix® Flex) oppure un quarto di esso (0,05 mL in un
lettore di provette Pyros Kinetix® Flex). Importante - Il tempo di reazione deve
essere lo stesso per tutte le provette. Nel caso del lettore di provette Pyros
Kinetix® Flex, lo strumento rileva la provetta di reazione all'inserimento e inizia
la temporizzazione. In ogni contenitore di reazione in sequenza aggiungere
Pyrochrome®, miscelare per circa 2 secondi e sistemare il contenitore nel
dispositivo di incubazione (per i test endpoint) o nel lettore di provette (per i
test cinetici).

Indipendentemente dal fatto che si usino micropiastre o provette di reazione, &
utile aggiungere Pyrochrome® con un pipettatore a ripetizione.

Prestare attenzione a evitare la contaminazione della fiala di Pyrochrome®
durante la manipolazione del reagente.

4. Leggere il test.

a. Per il metodo cinetico, lasciare proseguire il test fino ad aver incubato tutti i
campioni per un periodo di tempo considerevolmente pitt lungo di quello
necessario affinché la concentrazione pili bassa di endotossina standard
raggiunga la densita ottica di inizio di 405 nm. I sistemi di analisi automatizzati
normalmente concludono il test dopo un periodo predeterminato. In caso di
dubbi, fare riferimento ai tempi di incubazione consigliati.

b. Perilmetodo endpoint occorre rispettare rigorosamente i tempi di incubazione,
estrarre la piastra o le provette di reazione dall’incubatore, arrestare la reazione
aggiungendo acido acetico al 50% (un volume sufficiente a dare una
concentrazione finale di acido acetico pari al 10%; usare 0,025 mL per volumi
di campione/Pyrochrome di 0,05 mL) e misurare la densita ottica (OD) in uno
spettrofotometro o un lettore di micropiastre (a seconda dei casi) a 405 nm. Il
test deve essere predisposto e letto in modo che il tempo di incubazione di
ciascun campione sia lo stesso (entro +30 secondi). Il periodo di incubazione
dipende dal range di concentrazioni di endotossina desiderato ed & probabile
che presenti variazioni con lotti differenti di Pyrochrome®. Potrebbe essere
necessario svolgere test preliminari per determinare il periodo di incubazione
corretto. In caso di dubbi, fare riferimento ai tempi di incubazione consigliati.

c. Per il metodo endpoint con diazocopulazione, estrarre dall'incubatore le
provette di reazione o la piastra e arrestare la reazione aggiungendo 0,05 mL di
soluzione 1 (nitrito di sodio ricostituito con HCI). Agitare la piastra per
miscelare. Usando un nuovo puntale di pipetta, aggiungere 0,05 mL di
soluzione 2 (solfammato di ammonio) in ciascun pozzetto di reazione e
miscelare. Infine, usando un altro puntale nuovo, aggiungere 0,05 mL di
soluzione 3 (NEDA) in ciascun pozzetto e miscelare. Dovrebbe svilupparsi
immediatamente un’intensa colorazione (magenta). Leggere il test a
540-550 nm. 1l test deve essere predisposto e letto in modo che il tempo di
incubazione di ciascun campione sia lo stesso (entro +30 secondi). Il periodo di
incubazione dipende dal range di concentrazioni di endotossina desiderato ed
& probabile che presenti variazioni con lotti differenti di Pyrochrome®.

Potrebbe essere necessario svolgere test preliminari per determinare il periodo di

incubazione corretto.

Risultati

1. Calcoli preliminari.

a. Per il metodo cinetico, determinare il tempo necessario ai campioni per
raggiungere una particolare soglia di densita ottica (in genere 0,03 unita OD),
dopo avere effettuato eventuali correzioni dei dati. Le letture della densita
ottica devono essere relative a una lettura iniziale pari a zero unita OD. Molti
lettori di micropiastre sono dotati di pacchetti software in grado di eseguire
questi calcoli. Il tempo necessario per raggiungere il valore OD viene definito
tempo di inizio.

2. Costruzione di una curva standard.

a. Per il metodo cinetico, costruire una curva standard per regressione del loga-
ritmo del tempo di inizio sul logaritmo della concentrazione di endotossina per
gli standard. L'equazione della retta di regressione descrive la curva standard.
Considerato che il valore assoluto del coefficiente di correlazione per la curva
standard & almeno 0,980 (vedere il punto 2. della sezione “Interpretazione”, pitt
avanti), per calcolare le concentrazioni di endotossina & possibile usare
un’equazione della retta di regressione polinomiale di secondo grado (ossia,
quadratica).

b. Per il metodo endpoint, costruire una curva standard tracciando le letture della
densita ottica in funzione delle concentrazioni di endotossina standard.

3. Calcolo delle concentrazioni di endotossina.

Calcolare le concentrazioni di endotossina di tutti i campioni (inclusi standard e
controlli) basandosi sull’equazione di una linea retta Y = aX + b riformulata come
X=(Y-b)/a

dove:

Y = metodo cinetico: logaritmo del tempo di inizio; metodo endpoint: densita
ottica

X: Metodo cinetico: X = logaritmo della concentrazione di endotossina (per
ottenere la concentrazione di endotossina & necessario determinare
I'antilogaritmo di X)

Metodo endpoint: X = concentrazione di endotossina

a = pendenza della linea

b = intercetta sull’asse Y

Per esprimere la concentrazione in termini di campione originale non diluito,
moltiplicare la concentrazione di endotossina calcolata in base alla linea standard
per la diluizione del campione.

Normalmente, questi calcoli sono effettuati da software di analisi delle endotossine.
Interpretazione

. Perché un test sia considerato valido, la concentrazione di endotossina dei

controlli negativi (stimata mediante estrapolazione della curva standard) deve
essere considerevolmente inferiore a quella dello standard piti basso.

. 1l coefficiente di correlazione per la curva standard incluso nel test deve avere un

valore assoluto di almeno 0,980.

. La concentrazione media di endotossina misurata riscontrata nei controlli positivi

(per la verifica di una curva archiviata) deve rientrare nel 25% della concentrazione
nominale. Ne consegue che, se il risultato del controllo positivo € 0,125 EU/mL, la
concentrazione misurata deve essere compresa tra 0,09375 e 0,15625 EU/mL.

. Le concentrazioni di endotossina possono essere refertate solo per il range di

concentrazione di endotossina standard dalla pil1 bassa alla pii1 alta. I risultati dei
campioni che cadono all’esterno di questo range devono essere refertati come
inferiori alla concentrazione standard piti bassa (non rilevabile) o superiori alla
concentrazione standard pit alta.

Per il metodo endpoint, le concentrazioni valide di endotossina possono essere
calcolate solo partendo dai valori OD che si trovano sulla porzione lineare della
curva standard.

. Per dimostrare che il campione non interferisce in maniera significativa con la

reazione LAL/endotossina, la concentrazione misurata di endotossina del controllo
positivo del prodotto deve rientrare tra il 50 e il 200% della concentrazione nominale
dell’endotossina aggiunta (“spike”). Prima di determinare se il recupero dello spike
rientra in questi limiti, sottrarre la concentrazione di endotossina misurata nel
campione (non addizionato). Ad esempio, per essere considerata esente da
interferenze significative, la concentrazione misurata di endotossina in un controllo
positivo del prodotto di 0,125 EU/mL (dopo sottrazione dell’eventuale endotossina
nel campione non addizionato) deve rientrare nel range compreso tra 0,0625 e
0,25 EU/mL (dal 50 al 200% di 0,125 EU/mL). Se la concentrazione misurata di
endotossina nel campione non addizionato ¢ di 0,028 EU/mL e quella nel controllo
positivo del prodotto & di 0,163 EU/mL, 'endotossina attribuibile allo spike & 0,163
- 0,028 = 0,135 EU/mL. Tale valore rientra nel range e, a condizione che vengano
soddisfatti gli altri requisiti del test, I'analisi del campione deve ritenersi valida.
Limiti della procedura

campione in esame. Se la procedura non puo essere convalidata (1, 2) a una
concentrazione di campione superiore alla minima concentrazione valida (MVC), non
& possibile usare il test delle endotossine batteriche mediante reagente LAL al posto
del test dei pirogeni della USP. La MVC & calcolata come segue:

MVC () (dose di campione)

= (limite di tolleranza endotossinica)
dove A € espresso in EU/mL, la dose del campione & espressa in unita per kg di peso

corporeo e il limite di tolleranza endotossinica ¢ espresso in EU/kg.

Per ottenere una copia di queste Istruzioni per I'uso in italiano, visitare il sito di ACC a http://www.acciusa.c P
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La massima diluizione valida (MVD) e la diluizione del campione contenente

I'MVC (1). Viene calcolata dividendo la concentrazione iniziale del campione per
I'MVC.

1l limite di tolleranza endotossinica & di 0,2 EU/kg per i farmaci somministrati per

via intratecale e di 5 EU/kg per tutti quelli somministrati per via parenterale. Il limite
per i dispositivi medici & espresso per mL di un volume di estrazione o di risciacquo
ottenuto nel modo descritto nella USP (18) in base ai limiti relativi ai dispositivi. Per i
dispositivi non a contatto con il liquido cerebrospinale, il limite & di 20 EU per
dispositivo; per i dispositivi a contatto con questo liquido, il limite & di 2,15 EU per
dispositivo. Il limite per i presidi liquidi & lo stesso che per i farmaci, come indicato
nelle linee guida della FDA (1).

Alcune proteasi seriniche (es. tripsina, fattori ematici attivati) generano un

risultato falso positivo se prima dell’analisi non vengono denaturate (es. mediante
trattamento termico). I materiali di colore giallo come il siero animale, I'albumina e il
plasma possono interferire con il dosaggio cromogenico pNA. Per questi prodotti,
usare il dosaggio di diazocopulazione (Associates of Cape Cod, Inc., numero di
catalogo CDO060). Anche la presenza di torbidita eccessiva in un campione puo
interferire con il test.

Valori previsti
Lendotossina presente nei campioni puo essere calcolata entro il range delle

concentrazioni di endotossina standard usate per costruire la curva standard. Se si
rende necessario diluire il campione per superare qualsiasi eventuale inibizione o
attivazione, la pill piccola quantita di endotossina rilevabile verra incrementata di
conseguenza. I materiali di origine biologica possono contenere livelli misurabili di
endotossina anche dopo essere stati sottoposti a purificazione biochimica. Lacqua
ottenuta mediante distillazione, osmosi inversa o ultrafiltrazione puo contenere una
quantita di endotossina inferiore a quella rilevabile, a condizione che il processo di
purificazione funzioni correttamente e che 'acqua non venga contaminata dopo la
produzione.
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PYROCHROME®

para la deteccién y cuantificacion de endotoxinas de bacterias
gramnegativas (lipopolisacdridos)

La prueba del lisado de amebocitos de Limulus (LAL), utilizada de acuerdo con las
pautas de la Food and Drug Administration (FDA) estadounidense (1), puede sustituir a
la prueba de pirégenos (prueba de la tularemia) de la U.S. Pharmacopeia (USP) para el
control del producto terminado de «farmacos inyectables para humanos (incluidos los
productos bioldgicos), fairmacos inyectables para animales y productos sanitarios». La
prueba del LAL estd recomendada para la cuantificacion de endotoxinas en materias
primas utilizadas en procesos de produccion, incluida el agua, y para la vigilancia de las
concentraciones de endotoxinas durante dichos procesos. La Bacterial Endotoxins Test
de la USP (2) es la prueba del LAL oficial a la que se hace referencia en monografias
especificas dela USB y estd homologada con los capitulos equivalentes de la Farmacopea
Europea (EP) (3) y la Farmacopea Japonesa (JP) (4).

Resumen de la prueba

El lisado de amebocitos de Limulus es un extracto acuoso de células sanguineas
(amebocitos) del cangrejo herradura (Limulus polyphemus). En presencia de
endotoxinas, ciertos factores presentes en el LAL se activan en una cascada proteolitica
que produce la escisién de un sustrato peptidico artificial incoloro presente en el LAL
Pyrochrome®. La escision proteolitica del sustrato libera para-nitroanilina (pNA), que es
amarillay absorbe a 405 nm. La prueba se realiza anadiendo un volumen de Pyrochrome®
a un volumen de muestra e incubando la mezcla de reaccién a 37 °C. Cuanto mayor sea
la concentraci6én de endotoxinas de la muestra, mas rapido se producira la pNA. Hay dos
formas de utilizar el Pyrochrome® para cuantificar la concentracion de endotoxinas (5).
En el método cinético se determina el tiempo que se tarda en alcanzar una absorbancia
especifica a 405 nm (el tiempo de activacién). Cuanto mayor sea la concentracién de
endotoxinas, menor serd el tiempo de activacién. El andlisis requiere instrumental
especializado para incubar varias muestras a temperatura controlada (normalmente
37°C) y para obtener lecturas de la densidad 6ptica a intervalos regulares. A continuacién
puede representarse graficamente el logaritmo del tiempo de activacién en funcién del
logaritmo de la concentracién de endotoxina estandar para obtener curvas estindares
con las que se pueden calcular las concentraciones de endotoxinas de las muestras. Por
otra parte, el método cromogénico de criterio de valoracion consiste en medir la
cantidad de pNA liberada después de un periodo de incubacién fijo. Las concentraciones
de endotoxinas de las muestras se determinan a partir de una curva estdndar, que es una
representacion grafica de las medidas de la densidad optica en funcién de la
concentracion conocida de endotoxina estandar. En los casos de muestras que absorban
a 405-410 nm puede emplearse una modificaciéon de diazoacoplamiento. En este
método, la pNA (formada durante el método cromogénico de criterio de valoracién) se
hace reaccionar con nitrito en HCl y, a continuacién, con N-(1-naftil)-etilenediamina
(NEDA) para obtener un derivado diazoado magenta que absorbe a un intervalo de
540-550 nm.

Los métodos de andlisis Pyrochrome® son répidos, especificos, faciles de utilizar y
muy sensibles. El limite de deteccion depende del método y el instrumental empleados,
y puede llegar a tener una sensibilidad de 0,001 unidades de endotoxinas (UE) por mL.

Historia y principio biol6gico

Howell describi6 la coagulacion de la sangre de Limulus en 1885 (6). En los anos
cincuenta del siglo XX, en el Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Massachusetts
(EE.UU.), Bang descubri6 que las bacterias gramnegativas provocan la coagulacién de la
sangre de Limulus (7). Posteriormente, Levin y Bang determinaron que la reaccion es
enzimatica y que las enzimas se encuentran en granulos de los amebocitos (8, 9). Dichos
autores demostraron que la coagulacién la inicia un componente estructural exclusivo
de la pared celular bacteriana, denominado endotoxina o lipopolisacdrido (10).
Actualmente se sabe que la reaccién consiste en una cascada de pasos de activacion
enzimadtica que terminan con la escision de la proteina, que es coagulégena. El producto
insoluble de la escision del coagulégeno (coagulina) se une por interaccién iénica. Si se
forma suficiente coagulina, aparece turbidez, seguida de la formacién de un codgulo de
gel. Esta interaccion es la base de un andlisis de endotoxinas denomi-nado prueba del
lisado de amebocitos de Limulus (LAL). En 1977, investigadores japoneses descubrieron

que el LAL activado por endotoxinas también escindia pequenos péptidos cromogénicos
que contenian un lugar de escisién de aminodcidos similar al del coagulégeno y el
croméforo paranitroanilida (11). La escisién provoca la liberacion de pNA, que es
amarilla y absorbe luz a 405 nm. En esta adaptacion cromogénica del andlisis de LAL, la
concentracion de coagulégeno se reduce mediante dilucion para minimizar las
interferencias producidas al anadir sustrato cromogénico al LAL. Asi, al afiadir
endotoxinas al reactivo de LAL cromogénico se forma un color, en vez de turbidez o un
codgulo de gel. En todas las versiones del andlisis de LAL (de codgulo de gel,
turbidimétrico y cromogénico), cuanto mayor es la cantidad de endotoxinas presente,
mas rapido se desarrolla el criterio de valoracién (codgulo de gel, turbidez o color). En la
literatura cientifica actual puede obtenerse mds informacion sobre los tipos de andlisis
de LAL, asi como sobre su reaccion y sus aplicaciones (12, 13, 14).

Reactivo

El Pyrochrome® se suministra en forma liofilizada, envasado en frascos de 3,2 mL.
Contiene un extracto acuoso de amebocitos de Limulus polyphemus, estabilizante,
sales, tampon y sustrato cromogénico.

El Pyrochrome® no tiene una sensibilidad especifica asignada. La sensibilidad en un
andlisis dado (denominada 2) es la concentracién de endotoxinas mds baja utilizada
para elaborar la curva estdndar. La sensibilidad méxima, 2, del Pyrochrome® es de
0,001 UE/mL en andlisis cinéticos y de 0,005 UE/mL en andlisis de criterio de valoraci6n.
El Pyrochrome?® estd indicado solamente para procedimientos de diagnéstico in vitro, y
no para el diagnéstico de endotoxemia en humanos. La toxicidad del Pyrochrome® no se
ha determinado. Sin embargo, el contacto prolongado o reiterado del LAL con la piel ha
producido reacciones alérgicas de tipo I en algunas personas (15), por lo que debe
tenerse cuidado al manipular el Pyrochrome®.

Procedimi de el

1. Dé unos golpecitos en el frasco de Pyrochrome® para hacer que el material suelto
caiga al fondo. Levante el tapon gris para deshacer el vacio. No contamine la boca del
frasco. Retire y deseche el tap6n; no inyecte a través de €l ni lo reutilice. Una pequena
cantidad de polvo de LAL remanente en el tap6n no afectard a la prueba.

2. Reconstituya el Pyrochrome® con 3,2 mL de tamp6n de Pyrochrome® o Glucashield®
(que puede adquirirse por separado a Associates of Cape Cod, Inc.). Para obtener una
sensibilidad de 0,001 UE/mL en un lector de microplacas, es necesario reconstituir
el Pyrochrome® con Glucashield®. Esta sensibilidad puede lograrse bien con el
tamp6n de reconstitucion de Pyrochrome® o con tampén Glucashield® en un lector
de tubos. La pella tardara algunos minutos en disolverse en la solucién, por lo que
debera rehidratar el producto al menos 5 minutos antes de su uso. Agite el frasco
para asegurar la homogeneidad, pero evite hacerlo con demasiada brusquedad, ya
que podria producir exceso de espuma y pérdida de sensibilidad. Cubra el frasco con
Parafilm M® y consérvelo frio (entre 2 y 8 °C) cuando no lo esté utilizando. El
Pyrochrome® debe utilizarse en las 8 horas posteriores a su reconstitucion.

Condiciones de almacenamiento

El Pyrochrome® liofilizado es relativamente estable y, si se almacena adecuadamente,
mantendrd toda su actividad hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.
Almacene el producto entre 2 y 8 °C. Las temperaturas de mds de 37 °C pueden producir
un rapido deterioro del Pyrochrome® liofilizado, que se manifiesta por la pérdida de
sensibilidad y por un marcado amarilleo del producto. El Pyrochrome® se suministra en
recipientes aislados para protegerlo de las temperaturas altas. Antes de su reconstitucion,
el Pyrochrome® es sensible a la luz y debe almacenarse en un lugar oscuro.

Por lo general, el Pyrochrome® reconstituido es transparente y ligeramente
opalescente. Es posible que algtin lote muestre una ligera turbidez uniforme. La presencia
de pequenas fibras o hebras no indica contaminacién ni afecta a la actividad; no
obstante, la precipitacion floculante o un marcado color amarillo indican deterioro, por
lo que el reactivo no debera utilizarse. El Pyrochrome® reconstituido es menos estable
que el producto liofilizado; los frascos pueden mantenerse hasta 8 horas entre 2 y 8 °C.
Tenga en cuenta que puede ser necesario utilizar reactivo recién reconstituido para
obtener la sensibilidad méxima. El Pyrochrome® reconstituido no puede congelarse.

Recogida y preparacién de las muestras

Las muestras deben recogerse asépticamente en recipientes que no contengan
endotoxinas detectables. Para minimizar la adsorcién de endotoxinas a las superficies de
los recipientes, se recomienda utilizar recipientes de vidrio despirogenados reutilizables
o recipientes de poliestireno o tereftalato de polietileno (PET) desechables estériles. No
todos los recipientes de plastico estdn libres de endotoxinas detectables. Ademas, las
sustancias extraibles de algunos plasticos pueden interferir en la prueba. La
aceptabilidad del material de laboratorio debe comprobarse seleccionando al azar
algunos recipientes de un lote, enjuagandolos con una pequefa cantidad de agua de
reactivo de LAL (ARL) a temperatura ambiente durante una hora y analizando el
producto del enjuague como si fuera una muestra. El producto del enjuague debe
contener una concentracién de endotoxinas muy inferior a la concentracién del
estdndar mas bajo que se vaya a utilizar. Ademas, el producto del enjuague no debe
inhibir ni potenciar la prueba, lo que puede comprobarse determinando la recuperacion
obtenida de una cantidad conocida de endotoxinas afiadida. El pH de la mezcla de
reaccion (un volumen de muestra o de dilucién de muestra mezclado con el mismo
volumen de Pyrochrome®) debe estar entre 6 y 8. Ajuste el pH de la muestra con HCI,
NaOH o tamp6n (sin endotoxinas detectables). Diluya el HCI o el NaOH concentrados
con ARL hasta obtener una concentracién adecuada y utilice un volumen que no

produzca una dilucién excesiva de la muestra que se vaya a analizar. Si al ajustar el pH
se forma un precipitado en la muestra, diluya ésta (sin sobrepasar la DMV, consulte el
apartado «Limitaciones del procedimiento») antes de ajustar el pH. No ajuste el pH del
agua ni de las soluciones salinas no tamponadas. Tenga en cuenta que la dilucién por si
sola puede solucionar los problemas de pH.

Las sustancias que desnaturalizan las proteinas, que quelan iones, que se unen a las
endotoxinas o que alteran el estado hidréfobo de las endotoxinas pueden interferir en la
prueba. La recuperacién de una cantidad de endotoxinas considerablemente superior o
inferior a la esperada tras anadir una cantidad conocida de endotoxina estdndar a la
muestra (consulte «Limitaciones del procedimiento») indica la presencia de
interferencias. En la mayoria de los casos, la dilucion de la muestra reducird la
concentracion y la actividad de las sustancias interferentes sin invalidar los resultados
de la prueba. Para obtener informacién sobre los controles y los niveles de diluciéon
adecuados, consulte «Procedimiento analitico». Las muestras deben analizarse tan
pronto como sea posible después de su recogida. Puede ser conveniente congelar las
muestras no estériles que se vayan a conservar o a enviar antes de analizarlas. Las
muestras que se espere que tengan concentraciones bajas de endotoxinas deben
analizarse para comprobar si ha habido pérdida de endotoxinas durante el periodo de
almacenamiento.

Procedimiento analitico
Reactivos analiticos suministrados con el Pyrochrome®

1. Pyrochrome® (descrito en los apartados «Reactivo» y «Procedimiento de
reconstitucién» anteriores).

2. Tampon de reconstitucion de Pyrochrome® (ntimero de catdlogo C1500 solamente).
Utilice el tamp6n para reconstituir el Pyrochrome® de la forma descrita mas arriba.

3. Tampon de reconstitucion Glucashield® (ntimero de catdlogo CG1500 solamente).
Utilice el tamp6n para reconstituir el Pyrochrome® de la forma descrita mas arriba.

4. Endotoxina estdndar de control (EEC), sélo en el kit Diazo (CD060): Cada frasco de
EEC contiene 10 ng. Reconstituya la EEC con el volumen especificado en el
certificado de analisis (C de A, en el que se indica la potencia de la EEC). La formula
de la EEC se ha disefiado especialmente para que se disuelva con rapidez. Tras afiadir
ARL, agite en vortex el frasco de 30 a 60 segundos. La EEC estara entonces lista para
utilizarse. Si no se utiliza inmediatamente, agite en vortex el frasco durante
30 segundos. A continuacién, prepare las diluciones adecuadas para obtener las
concentraciones de endotoxinas deseadas. Agite en vortex los frascos entre una
dilucién y otra. La EEC reconstituida es estable durante siete dias si se almacena
entre 2 y 8 °C. No congele la EEC reconstituida.

Cada frasco de EEC contiene endotoxinas con una actividad, especificada en el C de
A, determinada con respecto a la endotoxina estdndar de referencia (EER)
estadounidense. El Endotoxin Reference Standard de la USP (idéntico a la EER)
puede adquirirse a la U.S. Pharmacopeial Convention, Inc.

Nota: EI C de Ay la potencia especificada en él son especificos de la combinacion de
un lote de Pyrochrome® y uno de EEC. Un lote determinado de EEC puede mostrar
diferentes potencias (UE/ng) si se analiza con diferentes lotes de Pyrochrome®, o con
Pyrotell o Pyrotell-T. De la misma forma, es probable que diferentes lotes de EEC
muestren diferentes potencias al analizarlos con un mismo lote de Pyrochrome®.
Asegtirese de utilizar el C de A y la potencia correctos.

Utilice la EEC para preparar concentraciones de endotoxina estdndar a fin de
elaborar curvas estdndares a partir de ellas, para los controles positivos y para los
controles de productos positivos (denominados también controles de interferencias).
No utilice esta EEC (10 ng/frasco) como control de despirogenacién.

5. Diazorreactivos, solo en el kit Diazo (CD060): Frasco 1a, HCI; frasco 1, nitrito de
sodio; frasco 2, sulfamato de amonio; frasco 3, NEDA. Reconstituya el frasco 1 con
todo el contenido del frasco la, reconstituya el frasco 2 con 4 mL de agua y
reconstituya el frasco 3 con 4 mL de agua. Para obtener el tipo de agua necesario,
consulte el punto 5 siguiente.

Reactivos analiticos no suministrados con el Pyrochrome®

1. Endotoxina estdndar de control (EEC). (Associates of Cape Cod, Inc., nimero de
catdlogo EC010). Reconstituya la EEC con el volumen especificado en el certificado
de andlisis (C de A, en el que se indica la potencia de la EEC) y de la forma descrita
en el prospecto del envase. Siga las instrucciones del prospecto para utilizar y
almacenar la endotoxina estdndar. La potencia de la EEC se ha determinado con
respecto a la endotoxina estandar de referencia (EER) estadounidense y se especifica
en el C de A. El Endotoxin Reference Standard de la USP (idéntico a la EER) puede
adquirirse a la U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. Nota: El C de A y la potencia
especificada en él son especificos de la combinacién de un lote de Pyrochrome® y
uno de EEC. Un lote determinado de EEC puede mostrar diferentes potencias
(UE/ng) si se analiza con diferentes lotes de Pyrochrome®, Pyrotell u otras marcas de
reactivo de LAL (1). De la misma forma, es probable que diferentes lotes de EEC
muestren diferentes potencias al analizarlos con un mismo lote de Pyrochrome®.
Asegtirese de utilizar el C de A y la potencia correctos.

Utilice la EEC para preparar diluciones de endotoxina estandar a fin de elaborar
curvas estdndares a partir de ellas, para los controles positivos y para los controles de
productos positivos (denominados también controles de interferencias).

. Agua de reactivo de LAL (ARL). Las fuentes recomendadas para adquirirla incluyen

Associates of Cape Cod, Inc. (hay varios tamanos y configuraciones de envase
disponibles). Puede utilizarse agua USP para inyectables estéril (API estéril)
comercial sin bacteriostdticos o agua USP para irrigacion, siempre y cuando se haya
comprobado que sean aceptables como ARL. El limite de endotoxinas del API USP
estéril es de s6lo 0,25 UE/mL, por lo que el API estéril puede contener endotoxinas
detectables y ser inadecuada para utilizarse en esta prueba.

Para certificar que un agua es aceptable como ARL, analicela como si fuera una
muestra con un control de producto positivo (consulte el punto 1.c. del apartado
«Controles»). Utilice ARL certificada para diluir los estdndares y para preparar los
controles positivos (consulte los puntos 1.a. y 1.b. de «Controles»). Elabore una curva
estandar a partir de los tiempos de activaciéon o de los analisis del criterio de
valoracion de los estandares. El coeficiente de correlacion debe ser de al menos 0,980
(valor absoluto). La concentracion de endotoxinas del agua que se esté analizando
puede calcularse mediante extrapolacién de la curva estdndar por debajo de la
concentracion de endotoxinas mds baja, y debe ser significativamente inferior a la
del estdndar mds bajo. Ademas, la concentracién de endotoxinas del control de
producto positivo debe estar dentro del intervalo del +25% de la concentracién de un
control positivo.

Tampon Glucashield®. Puede adquirirse a Associates of Cape Cod, Inc., (ntimero de
catdlogo GB051) y utilizarse en lugar del tamp6n de reconstitucion de Pyrochrome®
para evitar las interferencias de los (1-3)-B-D-glucanos.

. Acido acético al 50% (para el método de criterio de valoracién). Prepérelo anadiendo

un volumen de dcido acético glacial al mismo volumen de agua destilada o de agua
tratada por 6smosis inversa (puede utilizarse ARL, consulte el punto 2. anterior, pero
no es necesario).

. Agua (solamente para la reconstitucién de los reactivos diazoacopladores). Es

aceptable cualquier fuente de laboratorio de agua destilada (incluida la ARL),
desionizada o tratada por 6smosis inversa. Esta agua no necesita estar libre de
endotoxinas, ya que sélo se utiliza para la quimica diazoacopladora.

Materiales y equipo

. Microplacas. Microplacas de 96 pocillos cubiertas (pueden adquirirse a Associates of

Cape Cod, Inc., nimero de catdlogo CA961). Las placas deben estar certificadas o
analizarse para asegurar la ausencia de contaminacion por endotoxinas o glucanos,
y no deben producir inhibicién ni potenciacién. Compruebe las microplacas antes
de utilizarlas y deséchelas si se observan aranazos o interferencias 6pticas en la base
o en el fondo de los pocillos.

Tubos de reaccion. Los andlisis cinéticos pueden realizarse en un lector de tubos con
funcién de incubacién, como el Pyros Kinetix® Flex, utilizando tubos de cultivo de
vidrio de borosilicato despirogenados de 8 x 75 mm (Associates of Cape Cod, Inc.,
nimero de catdlogo TK100). Los andlisis de criterio de valoracién también pueden
realizarse en tubos de cultivo de vidrio de borosilicato despirogenados de 8 x 75 mm
0 10 x 75 mm (Associates of Cape Cod, Inc., ntimeros de catdlogo TK100 y TB050,
respectivamente).

Lector dptico capaz de leer a 405 nm, o a 540-550 nm para el método de
diazoacoplamiento. Para el método cinético, utilice un lector de microplacas con
funcion de incubacién, como el BioTek® ELx808™ o el Molecular Devices
VersaMax™, o un lector de tubos como el Pyros Kinetix® Flex (Associates of Cape
Cod, Inc., ntimeros de catdlogo PKF32, PKF64 y PKF96).

Para el método de criterio de valoracion, utilice un lector de microplacas para leer las
microplacas o bien, si realiza la prueba en tubos, un espectrofotémetro con las
cubetas adecuadas.

Incubadora capaz de mantener una temperatura de 37+1 °C (necesaria solamente
para los métodos de criterio de valoracion). Se recomienda utilizar una incubadora
de bloque seco para las microplacas (o los tubos, segtin corresponda). (Para el
método de criterio de valoracién en tubos de ensayo puede utilizarse un bafno de
agua). Debe comprobarse que las incubadoras distribuyan uniformemente el calor.
Gradillas para sostener y/o incubar los tubos de dilucién y de reaccion.

Pipetas, micropipetas con puntas de pipeta (las pipetas multicanal son ttiles cuando
se emplean microplacas) o pipetas de repeticion con cilindros de jeringa de pldstico.
Se recomienda utilizar pipetas y puntas de pipeta desechables y libres de endotoxinas
y glucanos interferentes. Associates of Cape Cod, Inc., ofrece la linea de productos
Pyroclear®, con certificado de ausencia de endotoxinas y glucanos interferentes.
Mezclador tipo vortex.

Parafilm MP (American National Can™). Por lo general, el lado que estd en contacto
con el papel protector estd libre de endotoxinas detectables.

Tubos de ensayo libres de endotoxinas interferentes, con la capacidad adecuada para
hacer diluciones de los estdndares de endotoxinas o de las muestras que se desee
analizar. Los recipientes adecuados para hacer las diluciones se especifican en
«Recogida y preparacion de las muestras».

. Horno de aire caliente con capacidad para calentar hasta 250 °C como minimo para

la despirogenacion del material de vidrio. Los ciclos de despirogenacion utilizados

comtinmente aseguran que todos los articulos que haya dentro del horno se ex-
pongan un minimo de 30 minutos a una temperatura minima de 250 °C (2, 16, 17).

Controles
Los controles son necesarios para garantizar la validez de las pruebas. Los

procedimientos recomendados han sido detallados por la FDA (1), la USP (2), laEP (3) y

laJP (4).

1. Controles de endotoxinas.

a. Serie de estandares de endotoxinas. Prepare un nuevo conjunto de diluciones para
cada prueba a partir de la solucién madre de endotoxinas. No utilice diluciones
preparadas previamente y almacenadas, a menos que haya comprobado la
estabilidad de ese intervalo de concentraciones. Haga una serie geométrica de
diluciones para obtener el intervalo de concentraciones de endotoxinas requerido.
Para los métodos de criterio de valoracion se recomienda utilizar diluciones dobles;
para el método cinético pueden emplearse diluciones mayores. La concentracion de
endotoxinas mas baja de cualquier serie de estdndares es el limite de deteccién de
esa prueba particular, y se denomina A (Nota: Pyrochrome® permite alcanzar limites
de deteccion de 0,005y 0,001 UE/mL en pruebas de criterio de valoracion y cinéticas,
respectivamente). Para obtener el intervalo de estandares requerido, utilice el menor
numero de diluciones posible con voltimenes de pipeta adecuados para maximizar
la exactitud. Las diluciones pueden hacerse en tubos de ensayo de vidrio o de
pléstico adecuado, o directamente en una microplaca. Las concentraciones maximas
detectadas con el Pyrochrome® dependen del método. Como guia, consulte los
tiempos de incubacion recomendados disponibles para el Pyrochrome®.

b. Control positivo (una sola concentracion de endotoxina estdndar), que debe
incluirse si la serie de estandares (consulte el punto a. anterior) no se prepara de la
misma forma que los controles de productos positivos (consulte el punto c.
siguiente). La concentracion de endotoxinas del control positivo debe ser igual a la
de un estandar del centro de la curva estdndar. Para los controles positivos
incluidos con una serie de estdndares compuesta de concentraciones de 0,005,
0,05, 0,5, 5 y 50 UE/mL seria adecuado un valor de 0,5 UE/mL. Cuando no se
incluya una serie de estandares en una prueba, debera incluirse un control positivo
para comprobar si es adecuado utilizar los parametros de una curva estdndar
anterior (archivada) para calcular las concentraciones de endotoxinas. Para
obtener mds informacién, consulte el apartado sobre anadlisis rutinarios de
farmacos mediante la prueba del LAL (Routine Testing of Drugs by the LAL Test) de
las pautas de la FDA (1). El control positivo debe prepararse en agua de la misma
manera que el control positivo del producto (PPC).

c. Los controles de productos positivos son controles de inhibicién/potenciacién y
consisten en la muestra o la dilucién de la muestra a las que se anade endotoxina
estandar. La concentracién de endotoxinas anadidas de la muestra que se va a
analizar debe ser la misma que la del control positivo. Consulte el punto b. anterior
para seleccionar la concentracién de endotoxinas adecuada para el control de
producto positivo. La adicién de endotoxinas suele denominarse «enriquecimiento».

2. Controles negativos.
Cada vez que se realice la prueba deben incluirse controles negativos de ARL.

Preparacién de las muestras: determinacién de la dilucién de la prueba

Si se ha desarrollado previamente un protocolo analitico para el tipo de muestra que
se desee analizar, prepare la dilucion necesaria para el analisis y proceda de la forma
indicada en «Realizacién de la prueba». Si no se ha desarrollado un protocolo para el tipo
de muestra, haga una serie de diluciones décuplas de la muestra. No utilice diluciones
de mds del décuplo de la dilucion maxima vélida del producto. Consulte el apartado
«Limitaciones del procedimiento», incluido mds abajo, o las pautas de la FDA (1) para
obtener informacién sobre la dilucién méxima vélida (DMV) y la concentracion minima
valida (CMV), y sobre la forma de calcularlas. Prepare diluciones adecuadas de todas las
muestras con un control de producto positivo para cada una.

Realizacién de la prueba
Para obtener resultados satisfactorios es necesario emplear una técnica uniforme.
Todos los controles y las muestras deben analizarse por duplicado como minimo. Al
preparar la prueba debe tenerse cuidado para evitar la contaminacion. El equipo debe
estar calibrado y cualificado adecuadamente para asegurar que las temperaturas de
incubacién sean uniformes.

1. Prepare el instrumental de la prueba como sea necesario. En un sistema
automatizado, esto suele incluir la introduccién de los descriptores de la muestra, el
ajuste de los pardmetros de la prueba y el encendido de la incubadora ajustada a
37°C.

2. Anada al recipiente de reaccion el volumen adecuado de muestra (control negativo,
estandar de endotoxinas, muestra o control de producto positivo) para obtener una
proporcion adecuada al afiadir el Pyrochrome® (consulte el punto 3, incluido més
abajo).

Pruebas realizadas en un lector de microplacas: se utiliza una proporcién 1:1
de lisado y muestra. Para conseguir una eficacia 6ptima, utilice un volumen de
0,05 mL de muestra para dichos métodos (cinético, de criterio de valoracién o de
diazoacoplamiento). Para los métodos cinéticos y de criterio de valoracién también

puede utilizarse 0,1 mL, aunque se recomienda utilizar 0,05 mL para conseguir la
sensibilidad maxima o para obtener una curva estdndar de un intervalo amplio
(intervalo de mas de tres logaritmos).

Pruebas realizadas en el lector de tubos Pyros Kinetix® Flex: puede utilizarse una
proporcion 1:1 o 1:4 de lisado y muestra. Las pruebas realizadas con una proporcion
1:1 de reactivo de LAL Pyrochrome® y muestra requieren un volumen de muestra de
0,1 mL. En las pruebas realizadas en el lector de tubos Pyros Kinetix® Flex en las que
se utilice una proporcion 1:4 de reactivo de LAL Pyrochrome® y muestra, el volumen
de muestra deberd ser de 0,2 mL.

3. Anada la cantidad de Pyrochrome® adecuada para el método y mezcle. La mezcla

incorrecta es una causa frecuente de andlisis insatisfactorios. La mayoria de los
lectores de placas tienen una funcion de agitacién.

a. Para las microplacas se utiliza una proporcién 1:1 de lisado y muestra, y el
volumen de Pyrochrome® afiadido es igual al volumen de muestra (consulte el
punto 2 anterior; por lo general 0,05 mL). Anada Pyrochrome® lo mas
rapidamente posible a todas las muestras y mezcle de 5 a 30 segundos. Ponga la
placa sobre un bloque de incubadora (para las pruebas de criterio de valoracién)
o en el interior de un lector de microplacas con funcién de incubacién (para las
pruebas cinéticas).

b. Para los métodos que emplean tubos o cubetas de reaccién individuales, el
volumen de Pyrochrome® anadido puede ser bien igual al volumen de muestra
(0,1 mL en un lector de tubos Pyros Kinetix® Flex) o bien un cuarto del volumen
de muestra (0,05 mL en un lector de tubos Pyros Kinetix® Flex). Importante: el
tiempo de reaccion debe ser el mismo para todos los tubos. En el caso del lector
de tubos Pyros Kinetix®, el instrumento detecta el tubo de reaccion al introducirlo
y empieza a cronometrar. Haga lo siguiente en cada recipiente de reaccion:
anada Pyrochrome®, mezcle durante unos 2 segundos y coloque el recipiente en
el dispositivo de incubacion (al realizar pruebas de criterio de valoracién) o en el
lector de tubos (al realizar pruebas cinéticas).

Independientemente de que se utilicen microplacas o tubos de reaccion, es
conveniente utilizar una pipeta de repeticién para afiadir el Pyrochrome®.

Debe tenerse cuidado para evitar contaminar el frasco de Pyrochrome® al
manipular el reactivo.

4. Obtenga una lectura de la prueba.

a. Si emplea el método cinético, deje que la prueba contintie hasta que todas las
muestras se hayan incubado mucho mas tiempo del requerido para que la
concentracién de endotoxina estdndar mas baja alcance la DO405 de activacién.
Los sistemas automatizados de analisis suelen dar por terminada la prueba
después de un periodo de tiempo preestablecido. Solicite los tiempos de
incubacién recomendados como guia.

b. Si emplea el método de criterio de valoracién, cronometre la incubacién de
manera precisa, retire la placa o los tubos de reaccién de la incubadora, detenga
la reaccién anadiendo dcido acético al 50% (un volumen suficiente para obtener
una concentracién final de dcido acético del 10%; utilice 0,025 mL para
voltiimenes de muestra/Pyrochrome® de 0,05 mL) y obtenga una lectura de la
densidad 6ptica (DO) a 405 nm en un espectrofotémetro o un lector de
microplacas (segtin corresponda). La configuracién de la prueba y la lectura de
resultados deben hacerse de forma que el tiempo de incubacién de cada muestra
sea el mismo (+30 segundos). El periodo de incubacién depende del intervalo de
concentraciones de endotoxinas deseado, y es probable que varfe con diferentes
lotes de Pyrochrome®. Puede ser necesario realizar pruebas preliminares para
determinar el periodo de incubacién correcto. Consulte los tiempos de
incubacién recomendados como guia.

c. Siemplea el método de criterio de valoracion con diazoacoplamiento, extraiga
los tubos de reacciéon o la placa de la incubadora y detenga la reaccion
anadiendo 0,05 mL de la solucién 1 (nitrito de sodio reconstituido con HCI).
Agite la placa para mezclar. Empleando una punta de pipeta nueva, afiada
0,05 mL de la solucién 2 (sulfamato de amonio) a cada pocillo de reaccion y
mezcle. Finalmente, afiada 0,05 mL de la solucién 3 (NEDA) a cada pocillo con
una punta de pipeta nueva y mezcle. Debe generarse inmediatamente un color
pleno (magenta). Obtenga la lectura de la prueba a 540-550 nm. La
configuracion de la prueba y la lectura de resultados deben hacerse de forma
que el tiempo de incubacién de cada muestra sea el mismo (+30 segundos). El
periodo de incubacién depende del intervalo de concentraciones de
endotoxinas deseado, y es probable que varie con diferentes lotes de
Pyrochrome®.

Puede ser necesario realizar pruebas preliminares para determinar el periodo de
incubacién correcto.

Resultados

1. Célculos preliminares.

a. Si emplea el método cinético, determine el tiempo que tardan las muestras en
alcanzar un umbral de densidad O6ptica determinado (normalmente
0,03 unidades de DO) después de haber realizado las correcciones necesarias de
los datos. Las lecturas de densidad 6ptica deben obtenerse con relacion a una

lectura inicial que se considera como de cero unidades de DO. Muchos lectores
de microplacas tienen paquetes de software que realizan estos célculos. El
tiempo que se tarda en alcanzar el valor de DO se denomina tiempo de
activacion.

2. Elabore una curva estdndar.

3. Calcule las concentraci de

a. Siemplea el método cinético, elabore una curva estandar mediante la regresion
del logaritmo del tiempo de activaciéon en funcién del logaritmo de la
concentracién de endotoxinas de los estindares. La ecuacién de la linea de
regresion describe la curva estandar.

Si el valor absoluto del coeficiente de correlacién de la curva estandar es de 0,980
como minimo (consulte el punto 2 del apartado «Interpretacion», incluido mas
abajo), puede utilizarse una ecuacién polinémica de segundo grado (esto es,
cuadrdtica) de linea de regresién para calcular las concentraciones de
endotoxinas.

b. Si emplea el método de criterio de valoracién, elabore una curva estandar
representando graficamente las lecturas de la densidad éptica en funcion de las
concentraciones de endotoxina estandar.

d .

Calcule las concentraciones de endotoxinas de todas las muestras (incluidos los
estandares y los controles) empleando la ecuacién de unarectaY = aX + b reordenada
comoX=(Y-b)/a

donde:

1.

Y =logaritmo del tiempo de activacién (método cinético) o densidad éptica (método
de criterio de valoracién)

X: Método cinético: X = logaritmo de la concentracién de endotoxinas (es necesario
determinar el antilogaritmo de X para obtener la concentracion de endotoxinas)

Meétodo de criterio de valoracién: X = concentracién de endotoxinas
a =pendiente de la recta
b = ordenada en el origen

Multiplique la concentracién de endotoxinas calculada a partir de la linea estandar
por la dilucién de la muestra para expresar la concentraciéon en términos de la
muestra original sin diluir.

Estos calculos suelen realizarse mediante software de andlisis de endotoxinas.

Interpretacién
Para que una prueba sea vilida, la concentracién de endotoxinas de los controles
negativos (calculada por extrapolacién de la curva estandar) debe ser significativa-
mente inferior a la de la concentraci6n del estandar mas bajo.

. El coeficiente de correlacion de la curva estdndar incluida con la prueba debe tener

un valor absoluto de 0,980 como minimo.

La media de la concentracion de endotoxinas medida de los controles positivos (para
la verificacion de una curva archivada) debe encontrarse a un +25% de la
concentracién nominal. Asi, si la concentraciéon del control positivo es de
0,125 UE/mL, la concentracion medida debe estar entre 0,09375 y 0,15625 UE/mL.

Sélo pueden notificarse concentraciones de endotoxinas que estén dentro del
intervalo que haya entre las concentraciones mds alta y mds baja de endotoxina
estdndar. Los resultados de las muestras que tengan concentraciones que estén fuera
de este intervalo deben clasificarse como inferiores a la concentracién del estdndar
mas bajo (no detectables) o superiores a la concentracion del estandar mas alto.

Siemplea el método de criterio de valoracion, sélo pueden calcularse concentraciones
de endotoxinas vilidas a partir de valores de DO que se encuentren en la parte lineal
de la curva estandar.

Para demostrar que la muestra no interfiere significativamente con la reaccién
LAL-endotoxinas, la concentraciéon de endotoxinas medida en el control de producto
positivo debe estar dentro del intervalo comprendido entre el 50% y el 200% de la
concentracién nominal de endotoxinas anadidas durante el «enriquecimiento».
Antes de determinar si el enriquecimiento se recupera dentro de estos limites, reste
la concentracién de endotoxinas medida en la muestra (no enriquecida). Por
ejemplo, para poder considerarse libre de interferencias significativas, la
concentracién de endotoxinas medida en un control de producto positivo de
0,125 UE/mL (después de restar las endotoxinas presentes en la muestra no
enriquecida) debe estar dentro del intervalo de 0,0625-0,25 UE/mL (del 50% al 200%
de 0,125 UE/mL). Si la concentracion de endotoxinas medida en la muestra no
enriquecida es de 0,028 UE/mL y la del control de producto positivo es de
0,163 UE/mL, las endotoxinas atribuibles al enriquecimiento serdn 0,163 — 0,028 =
0,135 UE/mL. Este valor estd dentro del intervalo, por lo que, si se cumplen los demas
requisitos necesarios, la prueba de la muestra es valida.

Limitaciones del procedimiento

El procedimiento estd limitado por la magnitud de la capacidad de inhibiciéon o
potenciacién de la muestra que se esté analizando. Si el procedimiento no puede
validarse (1, 2) a una concentracién de muestra superior a la concentracién minima
vélida (CMV), entonces la prueba de endotoxinas bacterianas que utiliza reactivo de LAL
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no puede sustituir a la prueba de pirégenos de la USP. La CMV se calcula de la forma
siguiente:

(1) (dosis de la muestra)

CMV= —— - -
(limite de tolerancia a endotoxinas)

donde A estd expresada en UE/mL, la dosis de la muestra estd en unidades por kg de

peso corporal, y el limite de tolerancia a endotoxinas estd en UE/kg.

La dilucién maxima valida (DMV) es la dilucién de la muestra que contiene la CMV

(1). Se calcula dividiendo la concentracion inicial de la muestra entre la CMV.

El limite de tolerancia a endotoxinas es de 0,2 UE/kg en el caso de los firmacos

intratecales, y de 5 UE/kg en el de los demds productos administrados por via parenteral.
En el caso de los productos sanitarios, el limite se expresa por mL del volumen de
extraccion o de producto de enjuague obtenido de la forma descrita en la USP (18) sobre
la base de los limites para los productos sanitarios. El limite para los productos sanitarios
que no entran en contacto con el liquido cefalorraquideo es de 20 UE/producto, y para
los que si entran en contacto con dicho liquido, de 2,15 UE/producto. El limite para los
productos sanitarios liquidos es el mismo que para los firmacos, segtin las pautas de la
FDA (1).

Algunas proteasas de serina (p. ej., la tripsina o los factores sanguineos activados)

producirdn resultados positivos falsos a menos que se desnaturalicen (p. ej., mediante
tratamiento con calor) antes del anélisis. Los materiales de color amarillo, como el suero
animal, la alblimina y el plasma, pueden interferir en el anlisis cromogénico basado en
la pNA. Para analizar estos productos, utilice el andlisis de diazoacoplamiento
(Associates of Cape Cod, Inc., niimero de catdlogo CD060). El exceso de turbidez de una
muestra también puede interferir en la prueba.

Valores esperados
Las endotoxinas presentes en las muestras pueden cuantificarse dentro del intervalo

de concentraciones de endotoxina estdndar empleado para elaborar la curva estdndar.
Si es necesario diluir la muestra para evitar la inhibicién o la potenciacion, la cantidad
minima de endotoxinas que puede detectarse aumentard proporcionalmente. Los
materiales derivados de fuentes bioldgicas, incluso después de la purificacion
bioquimica, atin pueden contener concentraciones mensurables de endotoxinas. El
agua obtenida por destilacion, 6smosis inversa o ultrafiltraciéon puede contener una
cantidad de endotoxinas inferior a la detectable, siempre que el proceso de purificacion
funcione correctamente y que el agua no resulte contaminada después de la produccién.
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Nuestro personal experto comentara gustosamente con usted los aspectos précticos y teéricos de la

prueba del LAL. No dude en llamar si desea hacer alguna pregunta sobre el uso del Pyrochrome®.
Sustituiremos cualquiera de nuestros productos que no cumpla las especificaciones del producto;
péngase en contacto con el Servicio de Atencién al Cliente antes de devolver un producto.
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77 LEMME T R v (URZHD Ot L e s

H7 b MBI (LAL) B2 K E R ESES R (FDA) AARIA> (1)
ICHEMIL TS B L, Te MATESH] CEVP A2 50 BIIMTESTHL ERibkds)
DEMMRRTHLKEER Y (USP) FEEAMEMERER (79 FRAERHED ORH
L7e0E T, LAL MBS, SNSDOREIC WV 2/KGOEMEOIY FhE2 05 it
PG TRICBI BT RV UEOEZZ) V7 ICHEREN 0 T, USP AT
RhFo v (2) &, FpED USP /7 7B E L L TIHEN TV SR D
WEChB LI, WNEERYT (BP) RUHASERA (JP) OMiZikbik 3, 4)
ELIRIEN TV,

PN0O00856-ja Rev1

w55 D B

AT S = ER A K  & AT S A =T B B Limulus polyphemus 0 1fil BR
(amebocyte) D/KIBMEMEYI T, LU RMF Y OTF(E FT, LAL R OBE DK
K I3 2 7SS RS A r— RIC K DTEMEEE N, Pyrochrome® LAL HICTE(E S B it
DEWRTFFEEAZDRLET, TORIGICED, iz 2L 405 nm ICHIZRFD/8
F-=bra7=vUr (pNA) HiliE#L %9, Pyrochrome® 2% BOMMAKICINZ, KGR
iZe 37°CThIi S % C& T LAL BRI O E T MR O TV R 5 VRYER HWIEE,
PNA F#HPEAEENE T, Pyrochrome® Tld, YRR VA 2 DDFIETERT S
TENTEXT (5) HART v 7IETIE, 405 nm CTRIEDWIEEICEET % F TORE
(onset time) ZHELE T, TV RRF Y OREEAEWIEE, onset time IFRIKEDET,
COPEICIE, FIEENIZRE GHE 37°C) TEHOMKEZINRL, —EOMRE TRt
JERHE T BT b OMEFEMNNEL D E T, onset time DIHEE T2 R b U FHERL O
IEEORBITH LTI Ry FUTHRESREER L, CORBERIKTOTY RF2 20
ARSI T BDILE T, —/7. TYRRA Vb - @R B N TE, —E DR
MR U714, 8L 7z pNA OBRZHELE T, HELWEZ RO T Y RhFs v
FEHE S OPEICH LTy LM B RE TV C, Bk T2 R Vi 2 il
LET, 405~ 410 nm ICRIREFFORENCIZ Y 7V 1y TV T RSO R TEE T,
COHETE, pNA (Y FRAV S - OB TERENE) A, HHigrhclififie.,
RNTN-(1-F7F)V)- TFL Y732 (NEDA) EKIEL, 540 ~ 550 nm WUz
FFOREOOTV AFEEERLET,

Pyrochrome® I & ZakBfiZ (3, I CRERMEA L, fIfEICTT A2 RICEEE T,
HHBRAZ I FE T i LB BUC K> TRODH O FETA, IR 1 mL %720
0.001 TYRhFovazyh (BU) L&DET,

FERLE i

Howell %17 b 73 Z O U EEERIC DV TR LTc DI 1885 fEDTETLI (6)o
1950 4R, KES Y F a—tw Y INT v XR—)VICH % Marine Biological Laboratory
T, Bang 377 LREVEMIE N AT M oMk ZgE S5 ez /A LE L (7).
Levin & Bang 3741, COMISIFEEAKIGICEZEDT, ThHORERE, MEkIfah
DFRARELT0ETEZHEMILELE (8, 9, MiKIFESIL, TR 2E
LY RE RN 2 AN RE R A RSB 01 K D IRE AP E B T e 7%
HSMcLEL (10), BIETIE, TORISIEBRFENERERGEELRISD I AT —F
MBI, coagulogen EFFEN S X VB OYINI CIRIEMHE ¥ 5L EALNTVE
9, coagulogen DYJWiEY) (coagulin) I ARETETHY, AA VMM AFRICKOES
L9, 1275k coagulin MERENZ LIREA RSN, ZOR%ICT IIEMIRTDE
o TOMEERANHT A = fubkii Ry (LAL) BBREPHIND T R VillE
DIEALIZSTVWET, 1977 4, HAAEELICED, TRV Tl LEn
LAL &, coagulogen ICEIULT=7 X/ BEYIKHBAIE S A TH S/ 8T = b7 =) Rt
T 2NEBFOMRTFREYMT e MR liEhE L 1D, CoYkickbiEtz

U 405 nm TEZWINT % pNA 25EHELE . LAL GBI CDOFEEZID ANSHIT,

LAL ICH B 2 A B B5, coagulogen 172 FiF. RIGTWZ R/ NRICHIZ TOE
T T TYRMFIUZFEEN LAL SN A B L, W7 VLR D ST En
R5NET, LALBRORFEH (7uk, L O KB0T, #HET2IVR
bR VORBEINTBE, TURRAUE (FIUL, EE, B ORBINHEIEDET,
LAL iABROFRH, SIS, W 2 ESICFELO ISR S AT 528N TE
9 (12,13, 14,

a8

Pyrochrome® (& (3.2 mL fil) /NA 7 )VIC Az IRIE T ARBE N TV E T,
Pyrochrome® & Limulus polyphemus O7KTETEMBRAIEY). 22 LAl WL, fEmi.
FEOSEANTENTOET,

Pyrochrome® IZIZFFEDED LRI HDEE Ao HBMMOBIE (A L&D 3,
MRAVEER T B Te DIV T R+ v O KIEEIC D E T, Pyrochrome® O
REEE A& AR Ty ZHIEE TR 0.001 EU/mL, T2 RARA Y MUEETE
0.005 EU/mL C9 Pyrochrome® i& in vitro TOMEDIMEHLTLIEE N, LhD
TV RS VIMEOZWICIIEATEE LA, Pyrochrome® OEMEGRIEEINTNE
Ao UL, LAL WERHE LSRR UREICHNS &, TR LIVF—RKISzZ#T
FTEMBYET (15), fit>T Pyrochrome® OEHRNCIFEEALETT,

BT -

1. Pyrochrome® O34 7 )L MINT, IRLIEMARZIRICIEE LE T, IKODkZ
Fi5 B, PUZBREEMBRLE S, N1 T7IVOODHSEGRUENEIICLTLEE
Vo BZIETL, BERLET, dLRICEHZRIL COREASDT LD FE I T
{IZEV, LAL OBV D &R, RICESTED, MBICEHENHOEE A,

2. Pyrochrome® % 3.2 mL @ Pyrochrome® #g fif it & L < & Glucashield® #% fif #
(Associates of Cape Cod, Inc. HRIFE) ZIRILCIEMLE T, <707 L—h)—
Z—THET BB, 0.001 EU/mL DEKE%1+2720ICiE. Glucashield” 2 LT
Pyrochrome® Zii 4 2 0 ENHOET, Fa—TV—%— GREREMILERD T
&9 BE¥ICIE, Pyrochrome® SEA#EME S LI Glucashield® #EMEikE B 52 fll
ALTLIOREZRIFHIENTER T, BHRSCHIAR (KXLv ) BEFBE T
I BOT, ERFNCA R EE 5 0 EIEEL TEEV, WM —IcRs K51
NATNVERIDREE T, LAL, WAL TALEED THZRRELZIENHDET
DT, WU RGBS TES 0 MHILERWIRIE S0 7))L % Parafilm M® THIL,
11 (2 ~ 8°C) THRIFLE T, Pyrochrome® (&% 8 REHILLNICHEI L TLZE W,

Lz ais

WRSHAR LT Pyrochrome® IZHUIGZGE T, BYNARFENIIG G, FVMCRR
ENTANIIRE TRIEEA TR ENE T, 2 ~ 8CTARBZRFEL TEE N,
TRIED 37T Cili 2% L i HZ 1% L7z Pyrochrome® AV adic kL. A R0,
TRICHIS MR AN EDOND XCEDE T, MEN EASENESIC, Pyrochrome®
WA SHC AN THEINE T, BT Pyrochrome® [3YEICAZE T OT, AT
TIMELTLIZE N,

Pyrochrome® OEMERIGER ., BHTRRAABZELTVET, By McL->TE,
Yo bIMCRENZTENBOET, MMARMEDRIROMENB-TE, 15
RIS BE SO EEAN, FEROUPREND, WEIcEGBLEEAE
FHLDBHNTT DT, ZD, ZHALRNTLIEE W, BTz Pyrochrome® i&
TRASH RS LENANZE T, dHBBO A 7 VORI 2 ~ 8°C 8 RFfIINE 7%
DET, REOBERIGEHIDIIITIREZDHKEZHVL MR EIRDTELHD
F9, IAMRH%D Pyrochrome® I3 Ml TE £ /.

ko ERIN & NS

MiAE T R F2 2 7)) —ORBITIFE NI E T, FaRMANDILY RhFy
> OWAEE I/ NRIEICII Z B 721, BRIAL, B SA a0y e VERL 72775 A
WIECRVRF LY ETE RV T F LT L 72— (PET) W75 2F 7l 7% 15
HLET, TITRAFvIHORBOHRICIE, TRV UARIEENZEORHDET,
¥, TIRAFvIEHORIE, RO SHHEINSME BN ET 280850
£9, dENRBRIMEHTESESIDZRANZHEMNBHY, T AR BT SHE(F
BICHEMEO, DR LAL BRIEAIK (LRW) VIR T R L. 2Ok
WAL UGREZITOE T, TRICEENZ LY Ry v oRIBENENZ VR
bR EHE R ORIEE XA RIS AT NS EbER A, Fie, BHIROTY R
UM A, ZTORNGRZRE L. i iBe Bl 2 T 5 e hinnce
WRT ZRENHOET, ISR BRI TIE A HE D Pyrochrome® &
REE0) O pH & 6 ~ 8 TAFIUSADE WA, Hikd pH % HCL, NaOH, 721
AR (T FhF2 oA ENE) THEELE T, UV HCL % NaOH % LRW Tl
YIRS T, kB A% ¥ USRI WOt pH AR LE 9. pH
TR ORI I E N I 551, pH 2T SR 2 IR E 9
(MVD ZHZ WL LTLZE TRRBROBIR ) S8 Sl(EH O EREEK

oKD pH ZFAFEL XS L LR TLIEEW, Mfld %720 C pH ICBId 2D IR T %

TENBZHFITHIILTIIEE N,

AN E BN SR DME, A AV 2FL—IRHE,. TR VRGBT S
W, TYREFY YV OBUKEEZEE B MTUL. RBRELEH T SRR DD E T,
WFPEAORINCI, BUNROT Y RFy VB IR, FEIRENhS TV RE
FUUORMARICHINEE, WL TOE0ZRRET (TREOHIR) OB,
KEDBE. MARETINT ZL, WiEEOREREENH U, AR5 a1
ZTENTEET, WYEaV I a—l GRBNIED SHHTE AR 3
NTVET, RIKREUE, lBEHRZ I RATo TR E, BRI iEE Tld s w
MR RGEETDIIEET B E. RIAZHRT 22 BHHLET, RikPIcEEN
LIV RV Y OREMENCENTHRENZ 5B, RFHOZY R YOI
FIRARZHENHOET,

w5 TR

Pyrochrome® Oty MTHENTO S ikl

1. Pyrochrome® (Lidd A% & GRETFI 20,

2. Pyrochrome® j5 i #Z B (h 217 %5 C1500 I, LillizksiC
Pyrochrome® ORI C OFRMER AL LE T,

3. Glucashield® 7 fif /] # fi% (/1 2017 %5 CC1500 IS ), LiLizkoic
Pyrochrome® OIEAR#IC T OREMRZ LA LE T,

4. L FRF2 AR (CSE)—2 7Y% (CD060) ICDHET @ &34 7 )0
I1Zl& CSE M 10 ng BENTVE T, CSE dakBiAtid (Cof A, CSE OIMlAGLIK
ENTOED) IKHIRENTVEREANTHELET, CSE IFHRLIET 5 LIIHE
AT TESNTVWET . LRW ZhnA 7z, /31 7)L7% 30 ~ 60 BRIRILTv o
AIFY—THIELE T, ZDOH%CSEZMHTHILATEET, FAMALEY
A EENC 30 MR SA T IV ARV T v 7 AIFH—THIPL TSV, 2D,
HYNSTMU, BEIRTY R PRI UTLIEE W, WREIRICRL Ty 7 A3
FY—THIRL TLEE W, BTz CSE 1 2 ~ 8 CTIMF LI 7 HIE T,
FAB U7z CSE 1B LanTIEE W,

CSE D34 7)UICIE US. BT Y R A8k, (RSE) IS L T2 #lE L
LY REFIUDEENTED, MBS R RENTOET, USP TV PRy
> REE, (RSE &[H%55) (& U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. W5 A FTEET,
TR ARABRAT L T SIS E N TV B JI i i3 Pyrochrome® & CSE O &1y 0
HAGDEICFREDEDTY, CSEDHZ1y T, i#5Hw D Pyrochrome® %
Pyrotell £ L<I& Pyrotell-T 2 LGBV ETTo 72 85A. Jifi (BU/ng) MEE3T
EWBHOFT, [ARKIC, [FILHEY b Pyrochrome® Trllifz{1o725 3 TH, CSE Dy
FANES ESIIA R B LM HOET, IELVRBIRETEE WIE RN T 5X51cLT
QEZE,

MEHROERICH VA Y R+ VRO S IREZHR T 20 500 Ear
T—)U S ORFERLS, (55) a> ha—ic CSE Zf#fLET, 2D 10 ng/ /3A 7
JVOD CSE Z [ sAay x> oay ba— b UTER LA TLEZE N,

5. PTVHESE -7V Ry R (CDOB0) ORI 734 7)V 1la HClL, A7)V 1
T NI L, ATV 2 ZAVT7IVBET VBT L, /373 NEDA, /N
ATV 1 ZNAT IV la DR, NAT)V 2%/K 4 mL, NAT )V 3 %7K 4 mL Z&ffi
ALUCRELE T, BERKDT L—RE Fi0F 5 HeBRL I,

Pyrochrome® jlj7¢id 5

1. I RRFS2FEER (CSE). (Associates of Cape Cod, Inc., #2117 %5 ECO10.)
CSE 7z it Bk i (CSE D N lMFHENTWS) ICHRiE Nz Rz AW TR
FORRIHES THBILE T, IRASCEOIRRICH S Ty R R 2 [
RIFLET, CSE DJiffild US. BT YRR gl (RSE) ICHLTHlEES ©
THY, ABEEICRRENTOE T, USP T FhFo 3R (RSE LIRS55)
1 U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. 5 AFTEE T, {EXK @ illphife 2z
IR E N T A 1M Pyrochrome® & CSE D Hw FOFA G HRICKFHDEDT
9, CSEDHZHM FTIE, 51w ko Pyrochrome® % Pyrotell & LLIEHT5 2 R
D LAL iz (i U ClBe T 725 5 il (EU/ng) MERZZTENBHLET (1,
[FFEIC, AUTEY D Pyrochrome® CitlZz 17 o783 & T, CSE DRy bAVES L
NN R 2 ENHOET, IELOCRBIRETLEE 2N 32X LTS,
MR IET B2 IC T R ARRE R 2 TS 2 58kt b — )L
URAPERLE, (W5) 3> ba—)ic CSE 2 LET,

2. LAL @17k (LRW). LRW Ol AICid Associates of Cape Cod, Inc. Z 5 LET
(A TE RESEMEIZEEDFIHTRETI) . LRW LU THEH A ATHETH 2 LDk
SRR, TROFREHKIZ ) —0 USP 7K GAE WFD & U< USP #Eif
K2 HIEMNTEET, USP IE WFI O R+ VRESIE 0.25 EU/mL
ThBIcdH, USP IIE WFHICZ Y R liEn, i@ awnraedt:
MNHOET,

KN LRW LT TE R e Zlifh 5701, KZfifke USRI Oy ho—
etz TVWES ((arbo—)b GRBoHED | KB 2ts2a00 1.e
B, ABRTEH LRW Z e O AR B o> b —Lofgic il &y (Ma
Yha—)b) O lalHE 1b HBM), HEHEL O onset time T RRA > MilEIC R
DR ER L E S, MHBIGREUE 0.980 G i) DLETHRINEHDER A, il
BEATHIKOTY FRFV VG, TV RM2 2 ORI LD T ORPRIC MR
ZOMRLTHRINL, BERORMBEIDARITEIZTINZRDERE A T,
PRIV hE—)VOTY RRF VilEE, BPEay bo—Lo T2 R il
=+ 25% ORIPAN TR IR EE A,

3. Glucashield® #Z ik, Glucashield® #Efififild. Associates of Cape Cod, Inc. (1%
J %5 GB051) KO AFHRET. (1= 3)-B-D- FIVAH K BUiHZEPRT BTz,
Pyrochrome® FBHREMR DD VI BTN TEET,

4. 50% g (LY FRAVMERD . OKEREZ FROERKEIZGEZE (RO) Kich
ATHBLES, (LRW (L2 28D ZEHATEETH. ZOREIHOFEAL)

5. Kk (TN TV T RIEOFREH DT, KK LRW Z238), Btk i
12357/K 75 E I O/KMMETTHET T, TOKIGZDRMNY 7Y Hy TV VT KIS
RENTVWEDT, TYRMYYT)—THEHEIHDE A,

e

1. vroa7l—F, 96 7%, #DEX A7/ L—b (Associates of Cape Cod, Inc. &
DAFATE, XS CAI61D), TL—MITY R+ 07V h Y ORAICH
FTBRAEL LGIHBZZ T TV 2R EN DY, SOSHERMHEDFINE 5> TidED
FR A, HHRNCYA7aTL—bEHR, 7o)V OEDOEHRHITGRMDNEE F
D EL I BEDMH ST AHFFERELTIEE,

2. RISHF2—70 NAXT 47, 8X 75 mm O A Yz VUHER KT
A W77 5 85355 (Associates of Cape Cod, Inc.. #2117 %5 TK100) % HW\T
Pyros Kinetix® Flex D&% bt T2 — 7V — 4 —ZHWCEMT LN TEET,
TYRRAVMES 8X75 mm HLLIE 10X 75 mm Ol A Bz VLB Bk
A5 ARG (Associates of Cape Cod, Inc., HZ07HSEZNZH TKI00 &
TB050) ZHWTHEMTZTENTEET,

3. 405 nm LGV 7V LIEMICE 540 ~ 550 nm CHIE KB —5—, 7o
T 1w I BioTek® ELx808™ &L <& Molecular Devices VersaMax™ D& 575
IR HIEERERT & < 7 /a7 L—U—4—, 7213 Pyros Kinetix® Flex Fa2—7V—
42— (Associates of Cape Cod, Inc., 1%H7 %5 PKF32, PKF64, PKF96) DX
5Fa—T V=X =AU TIZEN,

IYRRAYMEE, AT L= TlERTITH DA 70T L—h)—4—
AL, B G F 2 —7 TS5 B I3l aF 2y M VT
FHEMERHLTLZE N,

4. BTH1CERMERFCED T FaN—X— (LY FRA Y MECOHRED) %A 70T L—
b BULBEYESAERICHT 2—7) HIC@ RS T7 0y 74 Fa—2—%
BEHOHLET, (TURRAYMECKIEAF 12— ZHV25EET+—2—1N\ZE
EATEET,) AVFar—2—FREMIICHHLTOARTNEEDEEA,

5. TR IEAF 12— %30 TC, RS 270 DHBE 1T,

6. ENvA, ERYEFUTDOVEIAIOERY kN (A7 T L— 21T 558
ERVFFr 2 FVERy Z—DMER T, FI2dTITAF v 7 R-EGTE N DVl
Ry 2—y BFETZTY R URTNAY DR HENETERY bF v T
BEIDLET, Associates of Cape Cod, Inc. MHUET BT RhFI T INAT N
RN e RAE LTz Pyroclear® ®E A IGEENTVET,

7. BTV IRXIFHY—

8. Parafilm M® (American National Can™), HSRD DML B L TOB NG, —fikivic
LSy aPate i B S S E SEIUN

9. TYRMFIUBHERDRBRIAD TR ZITODICH LA RD, W5
S UBROIEVHERE . FRISGELIZASICOWTE THRIAOSRE
TREE W,

10. HFAGREOBL A1 2> F0 250°C LA LIRS IIAT E A — 7> —#ik
NCHEFENBB A BV YA 7V Tl A =TV OHOLTOREIENDIRE
% 250°CIC 30 e NEd (2,16, 17),

5TYRh+
W) 2B

avra—)b GREEKD
IV b UEEBROH N ERRET B T2 E T, FDA (1) 5T USP (2),

EP (3), JP (4) ICKDHERTFIENHLENTVE T,

1. TV FrFrrarvbo—)b

a. TYRMFOVEHMEMRIRRIL BRHC T YRR Y ORI ST D&

M HRERRLE S, HMUCRETORENZHNO TOEWVE AR, DR

L. BELIER IR [ LR T IV, T R VR E AR E R HIFIC /5

&0, —EOEAETHRLET, TYREAYMEICE 2 A RESEOLET,

HNAZT A TECEEOREOTHRGE N EENTEET, BHEROFHRRY)

ICBFBTY R Y OR/NEER, ZOMBORHRALED, 1 LMEnEd

(8L * Pyrochrome® THIBEIR LY RARA ¥ MEE A 2T 1w VIEOMIREIZ TN

Z#41.0.005 EU/mL & 0.001 EU/mL ), 2B PH O RRHE i DR FEIC AR T 2

123, FEEMNRRE 55 KM YR ERy MR TTEA LRI RREBZRHS LE T,

HS ARG 5T ATy VRERBRE T, B A /0T L— TR

BTEMNTEET, Pyrochrome® ZHWTHIETE 2 LY R v ORI T4

ITRAFLE T, Pyrochrome® %2 i [l 9" 2 BROHES IR 2 -5 | L LTBIRLTL 2

12N

BHERMORHRS (LA a 2D MRy ta—)L (Fad e 38D LR

i LENTOAEVEE, Bkarra—L (T2 R U BHER ORI Z — 5D

ZMABRENDHOET . Bitkar ba—)LOZ YRR VR, BEROTIC

HHEMEFOPEL LET, BHEROMPSRYIA 0.005, 0.05. 0.5, 5. 50 EU/mL

WA 5E, Btkay b —)L e UTHEY)REE 0.5 EU/mL TY, ity ha—

Wi, KZHOCTREER RO b o —)Le MU E TR T 2 0 W0 HDE T, 1

TOTHRIHBCEENTORWGE A, T FhF2 VORI a0 (R

FENTVD) REIRDISTA—2—F V5 HNHYTH B L ZMHENDBTDIT,

BPEay ha— VBN 2 2 B ENHDE T, FFLEFDAHARTAY (1) D

IRoutine Testing of Drugs by the LAL Test] OI{EZIHLTIIZE W,
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