Beschrinkungen des Verfahrens
Das Verfahren wird durch die Fahigkeit von Testproben beschrinkt, hemmend oder verstirkend zu wirken. Wenn das
Verfahren nicht validiert werden kann, weil die Endotoxinkonzentration einer Probe oberhalb der minimal zulédssigen
Konzentration (MZK) (1, 2, 3) liegt, kann der LAL-Test nicht als Ersatz fiir den Kaninchenfiebertest eingesetzt werden. Die
MZK wird folgendermaRen berechnet:
(A) (Dosis pro kg Kérpergewicht)

MZK =
Endotoxin-Toleranzgrenze

wobei A in EU/mL, die Dosis in Einheiten pro kg Kérpergewicht und die Endotoxin-Toleranzgrenze in EU/kg angegeben
werden.

Die maximal zuldssige Verdiinnung (MZV) ist die Verdiinnung der Probe, die die MZK enthilt (1). Dies ist die
Ausgangskonzentration der Probe, dividiert durch die MZK.

Die Endotoxin-Toleranzgrenze (1) betrégt 0,2 EU/kg fuir Arzneimittel, die intrathekal verabreicht werden, und 5 EU/kg fiir
alle anderen Parenteralia. Der Grenzwert fiir Medizinprodukte wird pro mL Extraktionsfliissigkeit oder Spiilvolumen ausge-
driickt, wie in der FDA-Richtlinie beschrieben (1). Bei Medizinprodukten, die mit Liquor cerebrospinalis in Kontakt kommen,
betragt der Grenzwert 0,06 EU/mL; fiir alle anderen Produkte betragt der Grenzwert 0,5 EU/mL. Der Grenzwert fiir fliissige
Medizinprodukte ist identisch mit dem fiir Arzneimittel.

Trypsin verursacht falsch-positive Ergebnisse, es sei denn, es wird vor dem Test durch Hitzebehandlung denaturiert. Stoffe
wie Blut, Serum, Albumin und Plasma kénnen bei turbidimetrischen Tests hemmend wirken.

Erwartete Werte

Endotoxin in Proben kann innerhalb des Bereichs der Standard-Endotoxin-Konzentrationen, die zur Erstellung der
Standardkurve verwendet werden, quantifiziert werden. Wenn eine Verdiinnung der Probe erforderlich wird, um Hemmung
oder Verstirkung auszuschalten, wird die Mindestmenge des nachweisbaren Endotoxins entsprechend erhoht. Von biologis-
chen Quellen hergeleitete Stoffe konnen selbst nach biochemischer Reinigung mef8bare Endotoxinmengen enthalten. Wasser,
das mit Hilfe von Destillation, Umkehrosmose oder Ultrafiltration gewonnen wurde, enthilt, solange der Reinigungsvorgang
ordnungsgemil funktioniert und das Wasser nach der Herstellung nicht kontaminiert wird, u.U. weniger Endotoxin als nach-
weisbar ist.
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Unsere erfahrenen Mitarbeiter besprechen gerne mit Thnen die praktischen und theoretischen Aspekte des LAL-Tests. Bitte,
rufen Sie an, wenn bei der Benutzung von Pyrotell-T Schwierigkeiten auftreten. Wir leisten Ersatz fiir alle Produkte, die nicht
den Produktspezifikationen entsprechen. Vor der Riicksendung des Produkts miissen wir jedoch informiert werden.

LISATO DI AMEBOCITI DI LIMULUS
PYROTELL®-T

per il rilevamento e la quantificazione di endotossine
batteriche Gram-negative (lipopolisaccaridi)

1l saggio del lisato di amebociti di Limulus (LAL), qualora utilizzato in conformita con le direttive (1, 2) della Food and Drug
Administration (FDA) statunitense, puo sostituire il saggio dei pirogeni (test della febbre dei conigli), riconosciuto dalla
Farmacopea Statunitense (USP), per testare prodotti finiti quali i “farmaci iniettabili nell” uomo (inclusi i prodotti biologici),
farmaci iniettabili negli animali e presidi medici”. Il LAL test viene raccomandato per quantificare la presenza di endotossine
nelle materie prime utilizzate in produzione, inclusa I'acqua, e per monitorare i livelli delle endotossine in processo. L'esame
delle endotossine batteriche (3) della Farmacopea Statunitense (USP Bacterial Endotoxins Test) & il test ufficiale di riferimen-
to nelle monografie specifiche della Farmacopea Statunitense.

Riassunto del test

1l lisato di amebociti di Limulus (LAL) & un estratto acquoso proveniente dalle cellule sanguigne (amebociti) del "granchio
a ferro di cavallo", Limulus polyphemus. In presenza dell'endotossina, il componente LAL diventa torbido e, in circostanze
adeguate, ¢ in grado di formare una gelificazione solida. Il LAL test turbidimetrico viene eseguito aggiungendo un dato vol-
ume di Pyrotell-T ad un determinato volume di campione, dopo di che la miscela reagente viene incubata ad una temperatu-
ra di 37°C. Pilt elevata & la concentrazione di endotossina nel campione, piti rapidamente si forma la torbidita. Attraverso la
torbidita e possibile quantificare in due diversi modi la concentrazione di endotossina.

Con il metodo turbidimetrico cinetico LAL si determina il tasso di aumento della torbidita oppure il tempo necessario per
raggiungere un particolare livello di torbidita (“tempo di inizio”). Concentrazioni maggiori di endotossina riducono i “tempi
di inizio”. La prova necessita di strumentazione specializzata per poter incubare campioni multipli ad una temperatura con-
trollata (in genere di 37°C) e per ottenere letture della densita ottica ad intervalli regolari. Le curve standard, costruite trac-
ciando il logaritmo del “tempo di inizio” in funzione del logaritmo della concentrazione di endotossina standard, sono utiliz-
zate per calcolare le concentrazioni di endotossina nei campioni.

1l metodo LAL turbidimetrico & rapido, specifico, facile da eseguire nonché altamente sensibile. 1l limite di rilevamento,
che dipende dal metodo e dalla strumentazione utilizzati, potrebbe avere un valore piccolo fino a 0,001 unita endotossiniche
(Endotoxin Units o EU) per mL.

Storia e principio biologico

Howell descrisse la coagulazione del sangue del Limulus nel 1885 (4). Negli anni cinquanta, presso il laboratorio
biologico marino di Woods Hole, nel Massachusetts, Bang scopri che i batteri Gram - negativi provocavano la coagulazione del
sangue di Limulus (5). Levin e Bang determinarono in seguito che la reazione & di tipo enzimatico e che gli enzimi
sono situati nei granuli degli amebociti (6). Dimostrarono che la coagulazione viene iniziata da un componente strutturale
unico, presente nella parete della cellula batterica : I'endotossina o lipopolisaccaride (7). Oggi si ritiene che la formazione
della coagulazione sia il risultato di innumerevoli passaggi di attivazione degli enzimi. Nonostante non si conosca l'intero
ciclo della reazione, si e tuttavia in grado di descrivere minuziosamente l'ultimo passaggio. La proteina coagulante
(coagulogeno) viene scissa dall'enzima coagulante attivato ed i prodotti insolubili della scissione si uniscono mediante
una interazione ionica e la torbidita della miscela di reazione aumenta. Piu & alta la presenza di endotossina, pilt
rapidamente si sviluppa la torbidita. Ulteriori informazioni sul LAL test e sulle relative applicazioni sono disponibili in
letteratura (8, 9, 10).

Reagente

11 Pyrotell-T viene confezionato in forma liofilizzata. Il Pyrotell-T contiene un estratto acquoso di amebociti di L. polyphe-
mus, albumina sierica umana (stabilizzatore), NaCl ed altri ioni adeguati. Non sono stati aggiunti conservanti o tamponi

11 Pyrotell-T non ¢ etichettato con una specifica sensibilita. La sensibilita in un dato test (designata con 1) & la concen-
trazione pil bassa di endotossina utilizzata per costruire la curva standard. Nel sistema di rilevamento automatico dell'en-
dotossina Pyros Kinetix e LAL-5000 (Associates of Cape Cod, Inc.), il limite di rilevamento, e dunque il valore pit1 basso possi-
bile di %, & di 0,001 EU/mL.

Utilizzare il Pyrotell-T solamente per eseguire esami diagnostici in vitro. Non utilizzare questo prodotto per rilevare I’en-
dotossemia. La tossicita di questo reagente non é stata ancora determinata, percio occorre prestare attenzione quando si
manipola il Pyrotell-T.

Ricostituzione del Pyrotell-T:

1. Togliere con cura la guarnizione metallica della vial di Pyrotell-T accertandosi che il contenuto sia sul fondo. Eliminare il
vuoto sollevando il tappo in gomma grigio senza contaminare I'imboccatura della vial. Rimuovere il tappo e non riutiliz-
zarlo per chiudere la vial. Un piccolo quantitativo di lisato rimasto adeso al tappo non influenza lo buona riuscita del test.

2. Ricostituire il Pyrotell-T con acqua per LAL (LAL Reagent Water o LWR, vedi sotto) o con un tampone adatto (disponibile
presso Associates of Cape Cod, Inc.). Reidratare la soluzione solo immediatamente prima dell'uso. Aggiungere 5 mL come
indicato sull'etichetta della fiala. Il contenuto si dissolvera in pochi minuti. Prima dell'uso, mescolare con delicatezza il
contenuto della fiala per garantire una certa omogeneita. Mescolando in modo troppo vigoroso si potrebbe provocare una
produzione di schiuma eccessiva che a sua volta potrebbe dar luogo ad una perdita della sensibilita. Coprire la fiala con il
parafilm Parafilm M® (American National Can™) quando non viene usata.

Condizioni necessarie per la conservazione

Pyrotell-T liofilizzato ¢ relativamente stabile al calore e, se congelato, mantiene la completa attivita fino alla data di sca-
denza. Conservare il prodotto da -20 a + 8°C. Temperature inferiori a -20°C possono restringere il tappo con conseguente pos-
sibile perdita del vuoto e contaminazione del Pyrotell-T. Temperature superiori a 37°C possono causare un rapido deteriora-
mento del Pyrotell-T liofilizzato con perdita di sensibilita e colorazione gialla del prodotto. Pyrotell-T & spedito con mattonelle
refrigerate in contenitori isolanti in modo da proteggere il prodotto dalle alte temperature.

Pyrotell-T recostituito & generalmente chiaro e leggermente opalescente. Alcuni lotti presentano una leggera ed uniforme
turgidita. La presenza di piccole fibre o filamenti non indica contaminazione né alterazioni nell'attivita; invece, precipitazioni
flocculenti o un deciso colore giallo indicano deterioramento.

Pyrotell-T recostituito & meno stabile di quello congelato liofilizzato; le vials possono essere conservate fino a 24 ore a
2-8°C. Pyrotell-T recostituito puo essere congelato una sola volta. Conserva l'attivita per 3 mesi se congelato immediatamente
dopo la ricostituzione e mantenuto a -20°C. Dopo lo scongelamento, si devono applicare gli stessi criteri visivi per determi-
narne la qualita della ricostituzione iniziale.

Raccolta e preparazione dei campioni

I campioni devono esser raccolti in contenitori apirogeni. Il riutilizzo di vetreria depirogenata o plastiche di polistirene
sterili e monouso sono consigliate per ridurre l'assorbimento dell'endotossina sulla superficie del contenitore. Non tuttiicon-
tenitori di plastica sono privi di endotossina e alcune sostanze possono estrarle interferendo con il Lal test. Il materiale da lab-
oratorio pud essere testato selezionando a caso alcuni contenitori da un lotto, sciacquarli con un piccolo volume di LRW a
temperatura ambiente per un'ora e testendo 'acqua di risciacquo come se fosse un campione. Il risciacquo deve contenere
un quantitativo di endotossina significativamente inferiore a quella utilizzata come standard pitt basso. Inoltre, il risciacquo
non deve né inibire né attivare il test condotto aggiungendo un quantitativo noto di endotossina.

11 pH della miscela di reazione (4 volumi di campione o diluizione del campione mescolato con 1 volume di Pyrotell-T o
altro rapporto usato nel protocollo) deve essere tra 6 e 8. Aggiustare il pH del campione con HCI, NaOH o tampone (esente da
endotossine). Diluire HCl o NaOH con LRW e utilizzarli ad una normalita che non porti ad una significativa diluizione del
campione. Se si forma un precipitato nella vial dopo 1'aggiustamento del pH, diluire il campione (senza eccedere la MVD-
vedere "Limiti della Procedura") prima di aggiustare il pH. In alternativa, ricostituire il Pyrotell-T con tampone compatibile
disponibile presso Associates of Cape Cod, Inc. e raggiungere il pH della miscela di reazione. Non aggiusatare il pH di
soluzioni non tampanate o acqua. Notare che la diluizione da sola puo superare i problemi di pH.

Sostanze che denaturano le proteine, chelano gli ioni, legano le endotossine o alterano lo stato idrofobico delle endotos-
sine possono interferire con il test. L' interferenza puo essere rilevata quantificando il recupero di maggior o minor endoto-
ssina rispetto all'atteso quando una quantita nota di endotossina standard viene aggiunta al campione. In molti casi la
diluizione del campione ridurra la concentrazione e I'attivita di sostanze interferenti e portera a risultati del test validi. Un
appropriato schema di controllo e diluizioni é trattato al paragrafo "Procedura del Test".

I campioni devono essere testati il prima possibile dopo la raccolta. Pud essere opportuno congelare i campioni che
devono essere stoccati o spediti prima di eseguire il test. Campioni di cui ci si aspetta un basso quantitativo di endotossina
(meno di 1 EU/mL) devono essere testati per la perdita di endotossina durante lo stoccaggio.

Protocollo operativo

Reagenti del test

1. Pyrotell-T (leggere la descrizione ed il metodo di ricostituzione sopra indicati).

2. Acquareagenteper LAL (LAL Reagent Water o LRW), da ordinare separatamente in quanto non viene fornita con il Pyrotell-
T. 1l Pyrotell-T liofilizzato deve essere ricostituito con acqua (o tampone compatibile disponibile presso Associates of Cape
Cod, Inc., vedi paragrafo 3 qui sotto) priva di endotossine percettibili al LAL test. Si raccomanda l'uso di acqua sterile
prodotta da Associates of Cape Cod, Inc., oppure acqua sterile per iniezione disponibile in commercio (Water for Injection
o WFI) approvata dalla Farmacopea Statunitense, la quale € priva di batteriostatici oppure acqua per irrigazione, sempre
approvata dalla Farmacopea Statunitense. Tutti questi prodotti possono essere utilizzati se hanno dimostrato di avere le
stesse caratteristiche dell'acqua reagente per LAL. Il limite di endotossina nella WFI sterile della Farmacopea Statunitense
& solo di 0,25 EU/mL, percio la WFI sterile potrebbe presentare endotossine percettibili ed essere inadeguata per 1'uso.

Per verificare se I'acqua ¢ accettabile, e dunque dotata delle stesse caratteristiche dell'acqua reagente per LAL, occorre
esaminarla come campione insieme ad un controllo positivo del prodotto (vedi paragrafo 1.c. nella sezione "Controlli").
Utilizzare acqua reagente per LAL certificata per ricostituire il Pyrotell-T, eseguire le diluizioni degli standard e preparare i
controlli positivi (vedi paragrafi 1.a. e 1.b. nella sezione "Controlli"). Costruire una curva standard con i "tempi di inizio"
per gli standard. 1l coefficiente di correlazione deve essere di almeno 0,980 (valore assoluto). La concentrazione di endo-

tossina dell'acqua esaminata pud essere valutata mediante |'estrapolazione della curva standard al di sotto della concen-
trazione piti bassa di endotossina e dovrebbe essere considerevolmente inferiore a quella dello standard pit1 basso. Inoltre,
la concentrazione di endotossina del controllo positivo del prodotto deve essere inferiore al 50% della concentrazione
nominale di endotossina aggiunta ("additivo").

3. 1l tampone, non fornito con Pyrotell-T; da ordinare separatamente se necessario. Il tampone Pyrosol (Cat.n.BC051 o
BC554) o il tampone Glucashield™ (Cat.n.GB051) puo sostituire 'acqua reagente per LAL per ricostituire il Pyrotell-T ed
aiutare a superare problemi di pH nel campione oppure un'interferenza da glucani.

4. Endotossina standard (Standard Endotoxin), da ordinare separatamente in quanto non viene fornita con il Pyrotell .
L'endotossina standard di controllo (Control Standard Endotoxin o CSE), prodotta da Associates of Cape Cod , Inc. viene
usata per costruire curve standard, confermare la sensibilita del Pyrotell , convalidare il prodotto e preparare i controlli di
inibizione. Ogni fiala contiene un peso misurato di endotossina. L'endotossina standard di riferimento (Endotoxin
Reference Standard della Farmacopea Statunitense) pud essere ottenuta presso la U.S. Pharmacopeial Convention, Inc.
Seguire le istruzioni del fabbricante per eseguire la ricostituzione e conservare le endotossine standard. I lotti di CSE pos-
sono presentare diverse attivita (EU/ng) quando provate con diversi lotti di Pyrotell-T. Richiedere un certificato di analisi
che confermi I'attivita della CSE abbinata ad un lotto specifico di Pyrotell-T. Se si utilizza I'endotossina di controllo stan-
dard (CSE), le concentrazioni di endotossina possono essere espresse in EU/mL se la potenza di un dato lotto dell'endo-
tossina di controllo standard & stata determinata insieme al lotto di Pyrotell-T in questione (1, 2).

Materiali ed apparecchiature (non inclusi)

1. Contenitori per reazione. La scelta del tipo dipende dalla strumentazione usata per misurare la torbidita. Le provette da
saggio da utilizzarsi con il sistema Pyros Kinetix hanno dimensioni 8 x 75 mm, sono in vetro borosilicato e depirogenate
(TK100). Il sistema LAL-5000 utilizza provette 10 x 75 mm in vetro borosilicato e depirogenate (TB050). Se Pyrotell-T viene
utilizzato con un lettore per micropiastre, si raccomanda 1'uso di piastre Pyroplates di produzione Associates of Cape Cod,
Inc., che sono certificate esenti da endotossine e glucani. Quando vengono utilizzate piastre di altri fornitori, prestare
attenzione poicheé alcune resine plastiche possono interferire con la reazione LAL o adsorbire endotossine. Per tale moti-
vo, le micropiastre devono essere controllate per verificarne l'idoneita prima dell'uso.

2. Lettore ottico. Per il metodo turbidimetrico cinetico, viene raccomandato 1'utilizzo di un lettore ottico con capacita di
incubazione, come ad esempio il sistema Pyros Kinetix, il LAL-5000 Automatic Endotoxin Detection System [Sistema auto-
matico di rilevamento delle endotossine LAL-5000], o il BioTek ELx 808 IU, prodotti da Associates of Cape Cod, Inc.

3. Supportiper sostenere e/o incubare le provette da saggio.

4. Pipette, micropipette con puntali, oppure pipettatore automatico a ripetizione per siringhe. Si raccomanda 1'uso di pipette
e puntali esenti da endotossine e glucani. Associates of Cape Cod, Inc. propone la linea Pyroclear®, che viene fornita con
un Certificato di Conformita attestante 'apirogenicita e 1'assenza di glucani.

5. Agitatore vortex.

6. Parafilm M°. Normalmente il lato a contatto con lo strato di carta & apirogeno.

7. Provette da saggio apirogene, di capacita adeguata per consentire di effettuare le diluizioni dell'endotossina standard o dei
campioni da esaminare. Vedere la sezione "Raccolta e preparazione dei campioni" per avere informazioni su altri conteni-
tori adatti per le diluizioni.

8. Stufe ad aria calda da 250°C per la depirogenazione degli articoli di vetro. Nell'uso comune, le minime impostazioni di
tempo e temperatura sono 30 minuti a 250°C (3, 12).

Controlli

1 controlli sono necessari al fine di accertare la validita di un test. Le procedure consigliate sono elencate in modo
dettagliato dalla FDA (1, 2) e nella Farmacopea Statunitense (3).
1. Controlli di endotossina

a. Serie standard di endotossina. Preparare, per ciascun esame, una serie fresca di dluizioni dalla soluzione di endoto-
ssina madre. Non utilizzare diluizioni preparate in precedenza, a meno che non si sia dimostrata la stabilita di quella
gamma di concentrazioni. Eseguire diluizioni in una serie geometrica (per esempio, diluizioni doppie, quadruple o
decuple) al fine di fornire la gamma richiesta di concentrazioni di endotossina. Si raccomandano concentrazioni di 1,0;
0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,03125 EU/mL per verificare la prestazione del Pyrotell-T. La concentrazione pitt bassa di
endotossina in una qualsiasi serie standard € il limite di rilevamento di quel particolare esame ed e designata dal sim-
bolo L. Per ottenere la gamma necessaria degli standard, utilizzare al minimo le diluizioni, rispettando i volumi delle
pipette al fine di raggiungere la massima precisione.

b. 1l controlli positivi (una singola concentrazione standard di endotossina) deve essere incluso se la serie standard (vedi
paragrafo a. sopra citato) non viene preparata in modo affine ai controlli positivi del prodotto (vedi paragrafo c.
seguente). La concentrazione di endotossina del controllo positivo deve essere uguale a quella di uno standard pre-
sente nel centro della curva standard. Una concentrazione 41 € adeguata per le curve standard costruite attraverso 4,
5 0 6 diluizioni doppie di endotossina standard (ad esempio, 42 = 0,125 EU/mL nella serie standard indicata nel para-
grafo a. sopra citato). In situazioni in cuil'incremento di diluizione ¢ maggiore di due volte, la concentrazione del con-
trollo positivo dev'essere uguale a quella di uno standard nel mezzo della curva standard. Per esempio, un valore di 0.1
EU/mL ¢ appropriato come controllo positivo in una serie di standard che comprendono le concentrazioni 0.001, 0.01,
0.1 e 1.0 EU/mL. Se in un esame non viene inclusa una serie standard, ¢ necessario inserire un controllo positivo per
verificare che sia appropriato 'uso dei parametri di una curva standard precedente nel calcolare le concentrazioni di
endotossina. Per informazioni dettagliate fare riferimento alla direttiva della FDA (1) e alla Interim Guidance (2) sotto
I'articolo “Routine Testing of Drugs (or Devices) by the LAL Test” [Esami di routine dei farmaci (o dei presidi) attraver-
so I’esame per LAL].

c. I controlli positivi del prodotto sono controlli di inibizione/attivazione e sono costituiti dal campione o dalla
diluizione del campione, al quale viene aggiunta I'endotossina standard. La concentrazione dell’endotossina aggiun-
ta nel campione del test deve essere uguale a quella del controllo positivo. Leggere il paragrafo b. sopra indicato per
disporre di una selezione della concentrazione adeguata di endotossina per il controllo positivo del prodotto.
Lendotossina aggiunta e spesso indicata con il termine “additivo”.

2. Controlli negativi
1 controlli negativi con acqua reagente per LAL devono essere inclusi in ciascun esame.

Preparazione del campione -
determinazione della diluizione del test

Se ¢ stato precedentemente sviluppato un protocollo di test per il tipo di campione in esame, eseguire le diluizioni neces-
sarie per la prova e procedere nel modo indicato nella sezione “Esecuzione del test” presente qui di seguito. Se al contrario
non & stato messo a punto un protocollo per il tipo di campione, eseguire una serie di diluizioni decuple del campione. Non
superare la Massima diluizione valida (Maximum Valid Dilution o MVD) del prodotto oltrepassando un fattore di 10. Fare
riferimento alla sezione “Limiti della procedura” indicata di seguito oppure alla direttiva della FDA (1) per ottenere una spie-
gazione e disporre del calcolo della diluizione massima valida e della Minima concentrazione valida (Minimum Valid
Concentration o MVC).

Preparare le diluizioni adeguate di tutti i campioni, incluso un controllo positivo del prodotto per ciascuna di esse.

Esecuzione del test
Per ottenere dei risultati soddisfacenti occorre adottare una tecnica adeguata. Tutti I controlli ed i campioni devono essere

esaminati (almeno) in duplicato.

1. Preparare la strumentazione d'esame a seconda delle necessita. Se si utilizza un sistema automatizzato, & necessario
inserire le informazioni relative ai campioni ed impostare i parametri del test.

2. Aggiungere il volume adeguato di campione (controllo negativo, standard dell'endotossina, campione o controllo positivo
del prodotto) nel contenitore per reazione.Per un rapporto 1:1 nel Pyros Kinetix utilizzare un volume di 0.1 mL; per un rap-
porto 1:4 nel Pyros Kinetix utilizzare un volume di 0.2 mL o 0.4 mL; nel LAL-5000, il volume appropriato € 0.4 mL; nelle
micropiastre il volume appropriato & 0.1 mL.

3. Aggiungere la quantita adeguata di Pyrotell-T in base alla procedura.

a. Per quei metodi in cui si utilizzano individualmente provette da saggio o cuvette, la temporizzazione della reazione per
ciascuna provetta rappresenta un aspetto critico. In ogni tubo per reazione aggiungere il Pyrotell-T, mescolare per circa
2 secondi e posizionare il tubo nel lettore ottico con capacita di incubazione. 1l volume di Pyrotell-T aggiunto ¢ di 0,1
mL sia per il sistema LAL-5000, 0,1 mL per le micropiastre, 0.1 mL per il rapporto 1:1 del pyros Kinetix e per la maggior
parte degli altri metodi. Per il Pyros Kinetix con rapporto 1:4, se il volume del campione & 0.4 mL, aggiungere 0.1 mL di
Lal. Se si utilizza un volume di 0.2 mL, I'appropriato volume di Lal & di 0.05 mL. Una mescolatura inadeguata & gen-
eralmente la causa pilt comune di test aventi risultati insoddisfacenti. Per aggiungere il Pyrotell-T nel modo pili prati-
co si puo utilizzare un pipettatore automatico a ripetizione. Si raccomanda l'uso di una pipetta o puntale per pipetta
nuovi per entrare ogni volta all'interno della fiala Pyrotell-T. Altri volumi di Pyrotell-T possono essere appropriati se si
seguono altri protocolli d'esame.

b. Se sifa uso di una micropiastra per titolazione, aggiungere nel modo pit1 rapido possibile il Pyrotell-T in tutti i campi-
oni e miscela da 5 a 30 secondi. Mettere la piastra su un supporto dell'incubatore.

4. Evitare di disturbare i tubi per reazione una volta iniziata l'incubazione. Il banco del laboratorio su cui sono appoggiati il
lettore ottico e/o l'incubatore deve essere privo di vibrazioni eccessive.

5. Lettura del test. Eimportante che il test sia prolungato affinché tutti i campioni vengano incubati per un periodo di tempo
considerevolmente pitt lungo di quello necessario alla concentrazione piut bassa di endotossina standard per raggiungere
la densita ottica soglia (onset OD). Abitualmente, quando si effettuano gli esami con i sistemi automatici, questi disposi-
tivi interrompono 1'esame dopo un periodo di tempo prestabilito.

Risultati

1. Calcoli preliminari.
Determinare il tempo necessario ai campioni per raggiungere una particolare soglia di densita ottica (in genere 0,02 unita
OD in un lettore per provette; 0,03-0,1 unita OD in un lettore per micropiastre) dopo aver effettuato eventuali correzioni
dei dati. Le letture della densita ottica devono essere correlate ad una lettura iniziale stabilita al valore 0 (zero) unita OD.
Tali passaggi verranno eseguiti dal software. Il tempo necessario per raggiungere il valore OD viene chiamato "tempo di
inizio".

2. Costruzione di una curva standard.
Si deve costruire una curva standard con la regressione del logaritmo del "tempo di inizio" in funzione del logaritmo della
concentrazione di endotossina per gli standards. Questo passaggio viene eseguito dal software. L'equazione della linea di
regressione descrive la curva standard.

3. Calcolo delle concentrazioni di endotossina.
Calcolare le concentrazioni di endotossina di tutti i campioni (inclusi gli standard ed i controlli) utilizzando I'equazione di
una linea retta:

Y=aX+b

dove:
Y =logaritmo del “tempo di inizio”
X =logaritmo della concentrazione di endotossina
a =pendenza della linea
b =intersezione sull’asse Y.
Questo calcolo viene effettuato dal software.

Interpretazione

1. Affinché un esame sia valido, la concentrazione di endotossina dei controlli negativi (valutata dall’estrapolazione della
curva standard) deve essere considerevolmente inferiore a quella della concentrazione standard piit bassa.

2. Quando una curva standard viene inclusa in un test, il valore assoluto del coefficiente di correlazione della curva standard
deve essere maggiore o uguale a 0,980.

3 La concentrazione media di endotossina misurata dei controlli positivi deve essere compresa fra + il 25% della concen-
trazione nominale. Percio, se il controllo positivo & di 0,125 EU/mL, la concentrazione misurata deve essere compresa fra
0,09375 e 0,15625 EU/mL.

4. Si deve determinare la gamma media dei tempi di inizio per la curva standard. Per esempio, se i “tempi di inizio” di due
duplicati della concentrazione di endotossina standard pitt alta sono 1079 e 1087 secondi e quelli per la concentrazione
pitt bassa sono 1954 e 1968, la gamma media dei “tempi di inizio” & 1083-1961. Le concentrazioni valide di endotossina
possono essere calcolate solo per i campioni con un “tempo di inizio” medio rientrante nella gamma media dei “tempi di
inizio” della curva standard.

Ad esempio, un risultato valido pud essere fornito per un'incognita che comporta “tempi di inizio” di 1949 e 1965
(media = 1957), a prescindere dal fatto che uno dei duplicati cada al di fuori della gamma standard.

5. Alfine di dimostrare che i campioni analizzati non interferiscono in modo significativo con la reazione LAL/endotossina,
la concentrazione finale di endotossina, misurata nel controllo “positivo” di prodotto, deve essere compresa tra il 50% ed
il 200% della concentrazione nominale di endotossina aggiunta, altrimenti detta “spike”. Prima di determinare che il
ritrovamento dello spike si verifichi o meno all'interno di tali limiti, bisogna sottrarre sempre la concentrazione di endo-
tossina che viene misurata nel campione non addizionato di spike. Ad esempio, in modo da essere considerata libera da
interferenze significative, la concentrazione misurata di endotossina in un controllo positivo di prodotto di 0.125 EU/mL
(dopo sottrazione di tutta I'endotossina del campione non addizionato di spike), deve essere compresa nel range 0.0625 —
0.25 EU/mL (ossia il range che va dal 50% al 200% di 0.125 EU/mL). Se, la concentrazione misurata di endotossina in un
campione é di 0.028 EU/mL, e quella misurata nel controllo positivo dello stesso campione 0.163, I'endotossina attribuibile
allo spike € 0.163 - 0.028 = 0.135 EU/mL. Tale valore é compreso nei limiti consentiti ed é soggetto anche alle altre con-
dizioni richieste; il test é pertanto valido.

Limiti della procedura
La procedura viene limitata dalla capacita di inibizione o attivazione del campione al momento del test. Se la procedura
non pud essere convalidata (1, 2, 3), ad una concentrazione del campione superiore alla Minima Concentrazione Valida
(MVC), alloral'esame LAL non puo sostituire I'’esame dei pirogeni per la Farmacopea Statunitense. La MVC viene calcolata nel
modo seguente:

(2) (dose di campione)
MVC=

limite di tolleranza endotossinica
dove A & calcolata in EU/mL, la dose del campione in unita per Kg peso corporeo e il limite di tolleranza endotossinica in
EU/Kg.

La Massima Diluizione Valida (MVD) ¢ la diluizione del campione contenente la Minima Concentrazione Valida (1). E'la
concentrazione iniziale del campione divisa per la MVC.

1l limite di tolleranza endotossinica (1) & di 0,2 EU/Kg per i farmaci somministrati per via intratecale e di 5 EU/Kg per tutti
quelli che sono somministrati per via parenterale. Il limite per i presidi medici viene espresso in “mL” di liquido di estrazione
o liquido di risciacquo ottenuto come descritto nella direttiva FDA (1). Per i presidi che vanno a contatto con il liquido cere-
brospinale, il limite & di 0,06 EU/mL; per quelli che non vanno a contatto & di 0,5 EU/mL. Il limite per i dispositivi dei liquidi
¢ identico a quello dei farmaci.

La tripsina causera risultati falsi positivi a meno che non sia denaturata mediante trattamento a caldo prima di effettuare
il test. Materiali quali sangue, siero, albumina e plasma possono interferire con le prove turbidimetriche.

Valori medi
Lendotossina presente nei campioni puo essere quantificata nella gamma delle concentrazioni endotossiniche standard
utilizzata per costruire la curva standard. Se fosse necessario diluire il campione al fine di superare qualsiasi inibizione oppure
attivazione, la quantita minima di endotossina che puo essere rilevata verrebbe aumentata in modo corrispondente. I mate-
riali che provengono da sorgenti biologiche, anche dopo essere state sottoposte a purificazione biochimica, potrebbero anco-
ra contenere livelli misurabili di endotossina. Lacqua, ottenuta mediante distillazione, osmosi inversa oppure ultra-fil-
trazione, potrebbe contenere quantita minori di endotossina di quella percettibile finché il processo di purificazione funziona

in modo corretto e I'acqua non viene contaminata dopo la produzione.
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1l nostro personale qualificato ¢ disponibile a discutere gli aspetti pratici e teorici del LAL Test. Si prega di contattare la Casa
produttrice nel caso sorgessero inconvenienti con 1'uso del Pyrotell-T. I prodotti che non reagiscono come indicato nelle
specifiche tecniche verranno sostituiti, tuttavia l'azienda deve essere avvisata prima di effettuare la restituzione dei prodotti
ritenuti difettosi.

LISADO DE AMEBOCITOS DE LIMULUS
PYROTELL®-T

Para la Deteccion y Cuantificacion de Endotoxinas de
Bacterianas Gram Negativas (Lipopolisacdridos)

La prueba del lisado de amebocitos de Limulus (LAL), cuando es utilizada de acuerdo a las directivas de la
Administraciénde Alimentos y Drogas (FDA, Food and Drug Administration) de los Estados Unidos (1, 2), puede reemplazar
la prueba de pirégenos (prueba de fiebre de conejos) de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP, U.S. Pharmacopeia), para
el control de producto terminado de "farmacos inyectables para uso humano (incluyendo productos biolégicos), firmacos
inyectables para uso animal y dispositivos médicos". Se recomienda la prueba LAL para la cuantificacién de endotoxinas en
materia prima empleada en produccién, incluyendo agua, y para controlar los niveles de toxina durante el proceso de pro-
duccién. La prueba oficial a la que se hace referencia en monografias especificas de la USP es la Prueba de Endotoxinas
Bacterianas de la USP (USP Bacterial Endotoxins Test) (2).

Resumen de la Prueba

Ellisado de amebocitos de Limulus (LAL) es un extracto acuoso de células sanguineas (amebocitos) de cangrejo herradu-
ra Limulus polyphemus. En presencia de endotoxina, el LAL se enturbia y, bajo unas determinadas condiciones coagula for-
mando un gel sélido. El ensayo LAL turbidimétrico se realiza afiadiendo un volumen determinado de Pyrotell-T a otro deter-
minado volumen de muestra e incubando la mezcla de reaccién a 37°C. Cuanta mayor es la concentracién de endotoxina en
la muestra, mas rapida se desarrollara la turbidez. Existen dos formas de cuantificar la concentraciéon de endotoxina.

En el método turbidimétrico cinético LAL, se determina o el grado de incremento de turbidez o el tiempo que se tarda en
alcanzar un nivel determinado de ésta (tiempo de activacién). Cuanto mds alta sean las concentraciones de endotoxina,
menor serd el tiempo de activacion. El ensayo requiere instrumental especializado para incubar varias muestras a temper-
atura controlada (normalmente 37°C) y tomar lecturas 6pticas de la densidad 6ptica a intervalos regulares. Las curvas estdn-
dar pueden construirse representando el logaritmo del tiempo de activacion en funcién del logaritmo de la concentracion de
endotoxina estandar y se utilizan para calcular las concentraciones de endotoxina de las muestras.

El método turbidimétrico LAL es rapido, especifico, ficil de manejar y altamente sensible. El limite de deteccion depende
del método y de los instrumentos empleados y puede ser tan bajo como 0,001 Unidades de Endotoxina (EU) por mL

Historia y Principio Biolégico

Howell describid la coagulacién de la sangre de Limulus en 1885 (4). En los afios 1950's, en el Marine Biological Laboratory,
Woods Hole, MA, Bang descubri6 que las bacterias Gram negativas causan la coagulacién de la sangre de Limulus (5). Levin
y Bang determinaron mds tarde que la reaccion es enzimatica y que las enzimas estdn localizadas dentro de los granulos de
los amebocitos (6). Demostraron que la coagulacion es iniciada por un componente estructural tnico de la pared celular bac-
teriana denominado endotoxina o lipopolisacarido (7). La comprension actual es que la reaccién que lleva a la formacién del
codgulo es una cascada de pasos de activacién enzimatica. Sibien la reaccion completa no ha sido totalmente comprendida,
el dltimo paso ha sido bien descrito. La proteina de coagulacion (coagul6geno) se escinde en la enzima de coagulacién acti-
vada; los productos de desdoblamiento son insolubles y se unen mediante interaccion iénica incrementando la turbidez de la
mezcla. Cuanta mayor presencia de endotoxina, mayor es el desarrollo de turbidez. Mas informacién sobre la reaccién del
LALy sus aplicaciones pueden encontrarse en la literatura existente (8, 9, 10).

Reactivo

Pyrotell-T se presenta en forma liofilizada. Pyrotell-T contiene el extracto acuoso de amebocitos de L. polyphemus,
albtimina sérica humana (estabilizador), NaCl y otros iones apropiados. No contiene tampones ni conservantes afiadidos.

Pyrotell-T no viene marcado con una sensibilidad especifica. La sensibilidad en un ensayo determinado (designada como
) es la menor concentracién de endotoxina utilizada para construir la curva estdndar. En los Sistemas Automdticos de
Deteccién de Endotoxinas Pyros Kinetix y LAL-5000 (Associates of Cape Cod, Inc.), el limite de deteccién es menor y, por ello,
el menor valor posible de 2, es 0,001 EU/mL.

Use Pyrotell-T solamente para fines diagnosticos in vitro. No lo utilice para la deteccién de endotoxemia. La toxicidad de
este reactivo no ha sido determinada, por lo tanto, debe trabajar con precaucion al usar Pyrotell-T.

Reconstitucién del Pyrotell-T:

1. Golpee ligeramente el vial de Pyrotell-T para que el LAL suelto se deposite en el fondo. Levante el tapén gris para romper
el vacio. No contamine la boca del vial. Retire y deseche el tapén; no inyecte a través de €l o vuelva a utilizarlo. La prue-
ba no se vera afectada si queda una pequena cantidad de LAL en el tap6n.

2. Reconstituir el Pyrotell-T con agua de reactivo LAL (LRW, LAL Reagent Water - vedse mds abajo) 6 con un tampén com-
patible de Associates of Cape Cod, Inc. No rehidratar hasta inmediatamente antes de utilizarlo. Afadir 5 mL segin se
indica en la etiqueta del vial. El contenido de LAL se disolvera en pocos minutos. Antes de utilizarlo, voltear cautelosa-
mente el vial para asegurar su homogeneidad. Agitar vigorosamente puede ocasionar la formacién de espuma lo que a su
vez puede ocasionar una pérdida de sensibilidad. Cubrir el vial con Parafilm M® (American National Can™) cuando no se
utilice.

Condici de Al

El Pyrotell-T congelado y deshidratado es relativamente resistente al calor y, si se mantiene refrigerado, conservard su
actividad completa hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta del vial. Mantener el producto una temperatura entre
-20 y +8°C. Temperaturas inferiores a -20°C pueden provocar la contraccién del tapén, ocasionando asi una pérdida de vacio
y contaminacion del Pyrotell-T. Temperaturas superiores a 37°C pueden provocar un rapido deterioro del Pyrotell-T liofiliza-
do, como se evidencia por la pérdida de sensibilidad y un tono marcadamente amarillo del producto. El Pyrotell-T se envia
refrigerado dentro de recipientes aislantes para protegerlo de altas temperaturas.

El Pyrotell-T reconstituido es normalmente transparente y ligeramente opalescente. Ocasionalmente, un lote podra pre-
sentar una leve y uniforme turbidez. La presencia de pequenas fibras no es indicativa de contaminacion y no afectard a la
actividad; sin embargo, una precipitacion floculante o un marcado color amarillo indica deterioro.

El Pyrotell-T reconstituido es menos estable que el producto liofilizado; los viales pueden mantenerse hasta 24 horas entre
2y 8°C. El Pyrotell-T reconstituido puede congelarse una sola vez. El producto mantendra su actividad durante tres meses si
se congela inmediatamente después de su reconstitucion a -20°C o a temperaturas inferiores. Una vez descongelado, se apli-
can los mismos criterios de calidad visuales que en la reconstitucién inicial.

Coleccién y Preparacién de Muestras

Las muestras deben recogerse asépticamente en recipientes no pirogénicos. Se recomienda recipientes reutilizables de
vidrio despirogenado o de plastico poliestireno estériles y desechables, para minimizar la adsorcién de endotoxina en la
superficie de los mismos. No todos los recipientes de plastico estdn exentos de endotoxina detectable y alguna sustancia
extraible de algunos tipos de plasticos puede interferir con la prueba del LAL. El instrumental del laboratorio puede some-
terse a prueba para determinar si es aceptable seleccionando aleatoriamente recipientes de un lote, enjuagandolos con una
pequeiia cantidad de LRW a temperatura ambiente durante una hora y analizando el agua de enjuague como si se tratase de
una muestra. El producto de enjuague debe contener una cantidad menor de endotoxina que la minima concentracién estan-
dar que se va a utilizar. Ademads, el producto de enjuague no debe inhibir ni potenciar la prueba, lo cual puede determinarse
mediante la recuperacion de una cantidad conocida de endotoxina afiadida en el mismo.

El pH de la mezcla de reaccién (4 volimenes de muestra o de muestra diluida mezclados con 1 volumen de Pyrotell-T o
cualquier otra proporcion utilizada en el protocolo de ensayo) deberd estar entre 6 y 8. Ajuste el pH de la muestra con HCI,
NaOH o tampén (libres de endotoxinas detectables). Diluya el HCI o el NaOH concentrado con LRW a normalidades que no
conduzcan a una dilucién significativa de la muestra a analizar. Si tras el ajuste del pH se forma un precipitado en la mues-
tra, dildyala (sin sobrepasar el MVD - véase "Limitaciones del procedimiento") antes de ajustar el pH. Alternativamente,
puede reconstituir el Pyrotell-T con tampén compatible, disponible en Associates of Cape Cod, Inc., y compruebe el pH de la
mezcla de reaccion. No ajuste el pH del agua ni el de las soluciones salinas no tamponadas. Observe que sélo con la dilucién
pueden resolverse los problemas de pH.

Sustancias que desnaturalizan proteinas, quelan iones, enlazan endotoxinas o alteran el estado hidrofébico de la endo-
toxina, pueden interferir con la prueba. La interferencia puede ser detectada por la mayor o menor recuperacion significati-
va de la cantidad de endotoxina estdndar anadida (véase "Limitaciones de Procedimiento"). En la mayoria de los casos, la
dilucién de la muestra reducira la concentracién y actividad de las sustancias que interfieren y aunque ésta se diluya se podran
obtener resultados vali-dos. Los bancos de diluciones y los controles adecuados son discutidos en la seccién "Procedimiento
de prueba”.

Las muestras deberdn ser analizadas lo antes posible después de su recoleccion. Puede ser prudente congelar una mues-
tra no estéril que tiene que ser guardada o transportada antes de ser analizada. En las muestras en que se esperan bajas con-
centraciones de endotoxina (menos de 1 EU/mL) deben ser analizadas lo antes posible para evitar una pérdida de actividad
de endotoxina durante el periodo de almacenaje

Procedimiento de Prueba

Reactivos de Prueba

1. Pyrotell-T (véase la descripcién y el método de reconstitucion en la seccién anterior).

2. Aguade reactivo LAL (LRW), no se incluye con el Pyrotell-T; solicitelo por separado. El Pyrotell-T liofilizado debe ser recon-
stituido con agua (o tampén compatible disponible en Associates of Cape Cod, Inc., véase la descripcién en la seccion
numero 3 que sigue a continuacién) que no muestre una cantidad de endotoxina detectable en la prueba LAL. Las fuentes
recomendadas para obtener este tipo de agua incluyen Associates of Cape Cod, Inc. o cualquier agua estéril para inyeccion
USP (WFI estéril) sin agentes bacteriostaticos o Agua para Irrigacion USP comerciales. Puede utilizarse cualquiera de estos
productos siempre y cuando se haya comprobado que son aptos como LRW. El limite de endotoxinas para el WFI USP
estéril es s6lo 0,25 EU/mL, por lo que este producto puede contener una cantidad detectable de endotoxina y ser inade-
cuado para este uso.

Para certificar que el agua es aceptable como LRW, analicela como si se tratara de una muestra con un control positivo
del producto (véase el apartado 1.c. de la seccién "Controles"). Utilice LRW certificada para reconstituir el Pyrotell-T, para
preparar diluciones de estdndares y para preparar controles positivos (véase los apartados l.a. 1.b. de la seccion
"Controles"). Construya una curva estandar a partir de los tiempos de activacion de los estandares. El coeficiente de cor-
relacion debe ser como minimo de 0,980 (valor absoluto). La concentracién de endotoxina del agua analizada puede esti-
marse mediante extrapolacion de la curva estdndar por debajo de la concentraciéon mas baja de endotoxina y debe ser sig-
nificativamente menor que la del estdndar mas bajo. Ademas, la concentracién de endotoxina del control positivo del pro-
ducto debe encontrarse entre el 50 y al 200% de la concentracion nominal de endotoxina estdndar afiadida (spike).

3. Tampon, no se incluye con el Pyrotell-T; solicitelo por separado en caso necesario. El tampén Pyrosol (Cat# BC051 6
BC554) o tamp6n Glucashield™ (Cat# GB051) puede utilizarse en lugar del LRW para reconstituir el Pyrotell-T para ayudar
a resolver problemas de pH de una muestra 6 interferencias producidas por glucanos

4 Endotoxina estdndar, no se incluye con el Pyrotell-T; solicitelo por separado. La Endotoxina Estandar de Control (CSE,
Control Standard Endotoxin), de Associates of Cape Cod, Inc., se utiliza para construir curvas estandar, validar producto y
preparar controles de inhibicién. Cada vial contiene un determinado peso de endotoxina. La Endotoxina Estdndar de
Referencia de la USP se puede obtener a través de la U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. Siga las instrucciones del fab-
ricante para la reconstitucion y almacenamiento de las endotoxinas estandar. Los lotes de CSE pueden presentar poten-
cias (EU/ng) distintas cuando son analizadas con diferentes lotes de Pyrotell-T. Si se utiliza CSE, las concentraciones de
endotoxina pueden expresarse en EU/mL siempre que la potencia de un lote de CSE haya determinada con el lote de
Pyrotell-T en cuestion (1,2).

Materiales y Equip (no inistrados)

1. Recipientes de reaccién. La eleccién de éstos depende del instrumento utilizado para medir la turbidez. Para el sistema
Pyros Kinetix se requieren tubos de reaccion de 8 x 75 mm, apirégenos y de vidrio de borosilicato (TK100). Elsistema LAL-
5000 utiliza tubos de reaccién de 10 x 75 mm, apirégenos y de vidrio de borosilicato (TB050). Si el Pyrotell-T se utiliza en
un lector de microplacas, se recomienda el uso de Pyroplates®de Associates of Cape Cod, Inc., las cuales estdn certificadas
como libres de endotoxinas y glucanos. Si utiliza otro tipo de microplacas, tenga en cuenta que algunos plasticos inter-
fieren con la reaccion LAL 6 adsorben endotoxina. Por tanto, es necesario comprobar que las microplacas son adecuadas
antes de su uso.

2. Lector dptico. Para el método cinético turbidimétrico, se recomienda el uso de un incubador-lector 6ptico como el Pyros
Kinetix, el Sistema de Deteccion Automadtica de Endotoxinas LAL-5000 6 el BioTek ELx808 IU, disponsibles en Associates
of Cape Cod, Inc.

3. Gradilla o soporte para sostener y/o incubar los tubos de reaccion.

4. Pipetas, pipetas automaticas con puntas de pipeta (tips) adecuadas 6 pipetas de repeticion con jeringas de plastico.
Se recomienda el uso de pipetas y puntas de pipeta desechables y libres de factores de interferencia como endotoxinas y
glucanos. Associates of Cape Cod, Inc. ofrece la linea, Pyroclear®, la cual viene provista con Certificado de Cumplimiento,
certificado que los productos estan libres de endotoxinas y glucanos de interefencia.

5. Mezclador del tipo “vortex.”

Parafilm “M’™. La parte en contacto con el papel es, por lo general, no pirogénico.

7. Tubos de ensayo aspirégenos con capacidad adecuada para realizar diluciones estindar de endotoxina o muestras. Ver
“Coleccion y Preparacion de Muestras” para otros recipientes aptos para realizar diluciones.

8. Horno de aire seco que alcance una temperatura de 250°C para la despirogenizacién de articulos de vidrio. Normalmente
se establece un tiempo de 30 minutos a temperatura de 250°C (3, 12).

o

Controles

Los controles son necesarios para asegurarse de la validez de la prueba. La FDA (1,2) y la USP (3) detallan los proced-
imientos recomendados.
1. Controles de endotoxina

a. Serie de endotoxina estdndar: Prepare cada dia una nueva serie de diluciones a partir de la endotoxina concentrada.
No utilice soluciones previamente preparadas a menos que haya demostrado la estabilidad del rango de las mismas.
Prepare las diluciones segtin una serie geométrica (por ejemplo, diluciones dobles, cuadruples, o décuples) para obten-
er el rango de concentraciones de endotoxina requeridas. Se recomienda utilizar concentraciones de 1, 0.5, 0.25, 0.125,
0.0625 y 0.03125 UE/mL para comprobar la sensibilidad del Pyrotell-T. La minima concentracion de endotoxina en
cualquier serie estdndar es el limite de detecci6n de ese ensayo particular y se designa como A. Para alcanzar el rango
de estandares requerido, utilice el menor nimero posible de diluciones con los voltimenes adecuados. Ahada estos
voliimenes con una pipeta a fin de lograr la mayor exactitud posible.

b. Es necesario incluir un control positivo (una sola concentracién de endotoxina estandar) si la serie estandar (véase el
apartado a. anterior) no se prepara de la misma forma que los controles positivos del producto (véase el apartado c.).
Una concentracion 4% es adecuada para curvas estandares construidas a partir de 4, 5 6 6 concentraciones dobles de
endotoxina estandar (por ejemplo, 4i = 0,125 EU/mL en la serie estdandar mencionada en la secci6n a. anterior). En las
situaciones en que el incremento de dilucién es mayor que el doble, la concentracion del control positivo deberia cor-
responder a la del punto medio de las concentraciones de la curva estdndar. Por ejemplo, una concentracién de 0.1
EU/ml seria adecuada para una serie estindar que comprenda las siguientes concentraciones: 0.001, 0.01, 0.1 y 1.0
EU/mL. Sicon laprueba no se incluye una serie estandar, es necesario incluir un control positivo para comprobar que
se pueden utilizar los parametros de una curva estandar anterior para calcular las concentraciones de endotoxina.
Consulte la Directiva de la FDA (1) y la Guia Provisional (Interim Guidance) (2) bajo "Prueba sistematica de farmacos
(o dispositivos) mediante la prueba LAL" para mds detalles.

c. Controles positivos del producto son controles de inhibicion/potenciacion de la muestra o la dilucién de la muestra a
la que se anade la endotoxina estandar. La concentracién final de la endotoxina afiadida en la muestra que se ensaya
debe ser la misma que la del control positivo. Véase el apartado b. anterior para la seleccion de la concentracion de
endotoxina adecuada para el control positivo del producto. La endotoxina afiadida a menudo se denomina "spike".

2. Controles negativos
Con cada prueba deben incluirse controles negativos de LRW.

Preparacion de Muestras —
Determinacién de la Dilucién de Trabajo

Si previamente se ha desarrollado un protocolo de trabajo para el tipo de muestra a ensayar, prepare la dilucién necesari-
apara el ensayo y proceda segtin se indica a continuacién en la seccion "Realizacion de la prueba". Sino se ha desarrolladoun
protocolo para dicho tipo de muestra, prepare una serie de diluciones décuples. No sobrepase la Maxima Dilucion Valida
(MDV) del producto en mds de un factor de 10. [Vea la seccion las "Limitaciones del procedimiento” a continuacion o la
Directiva de la FDA (1) para una explicacién y cdlculo de la MDV y de la Minima Concentracién Valida (MCV).]

Prepare diluciones adecuadas para todas las muestras utilizando un control positivo de producto para cada una de ellas.

Realizacion del Ensayo
Para obtener unos resultados satisfactorios es necesario utilizar una técnica consistente. Todos los controles y muestras

deben ensayarse (como minimo) por duplicado.

1. Preparar todo el material necesario. En los sistemas automaticos, usualmente, conlleva entrar los descriptores de las
muestras ademds de establecer de los parametros para el ensayo de éstas.

2. Anadir el volumen apropiado de muestra (control negativo, endotoxina estdndar, muestra, control positivo 6 control pos-
itivo de producto) al tubo de reaccién o microplaca. Para una relacién 1:1 en el Pyros Kinetix, utilizar 0.1 mL; para una
relacién de 1:4 en el Pyros Kinetix, se utiliza un volumen de 0.2 mL o 0.4 mL; en el sistema LAL-5000, el volumen aprop-
iado es de 0.4 mL; y en una microplaca de incubacion el volumen apropiado es de 0.1 mL.

3. Anadir Pyrotell-T segtin el procedimiento que se utilice.

a. Para métodos que utilizan tubos de reaccién individuales, el tiempo de reaccién en cada uno de ellos es critico. A cada
tubo de reaccién, por turno, afiadir el Pyrotell-T, agitar unos 2 segundos y colocarlo en el incubador-lector 6ptico. El
volumen de Pyrotell-T a afiadir en el sistema LAL-5000 es de 0.1 mL, 0.1 mL para las microplacas de incubaciéony 0.1
mL para la relacién 1:1 del Pyros Kinetix y en la mayoria de los otros métodos. Para una relacién 1:4 en el Pyros Kinetix
si el volumen de la muestra es de 0.4 ml, afiadir 0.1 mL de LAL. Si se utiliza un volumen de muestra de 0.2 ml, el vol-
umen apropiado de LAL es de 0.05 ml. No agitar adecuadamente es una causa comtn de resultados no satisfactorios.
El Pyrotell-T puede anadirse convenientemente utilizando una pipeta de repeticién. Se recomienda cambiar de pipeta
o punta de pipeta cada vez que se acceda dentro del vial de Pyrotell-T. Para otros protocolos de ensayo, los voltimenes
de Pyrotell-T pueden variar.

b. Sise utiliza una placa de microtitulacion, afiadir Pyrotell-T a todas las muestras tan rapido como sea posible y agite en
un agitador de placas entre 5y 30 segundos. Coloque la placa en un lector de placas de incubacion.

4. Unavez que la incubacion ha empezado, no perturbar lo(s) tubo(s) de reaccién. La superficie que soporta el lector 6ptico
/incubador debe estar libre de una excesiva vibracion.

5. Registro de los resultados del ensayo. Permitir que el test corra hasta que todas las muestras hayan sido incubadas un
tiempo significativamente mads largo que el necessario para que la menor concentracién de endotoxina estdndar haya
alcanzado la DO predeterminada. Los sistemas automaticos suelen terminar el ensayo después del tiempo predefinido.

Resultados

1. Cdlculos preliminares.
Determinar el tiempo requerido por las muestras para alcanzar un determinado umbral de densidad éptica (normalmente
0.02 unidades de DO en un lector de tubos; 0.03 - 0.1 unidades de DO en el lector microplacas) después que se hayan real-
izado las correcciones pertinentes de los resultados. Las lecturas de la densidad 6ptica deben realizarse en relacién a una
lectura inicial a la que se asigna un valor 0 de unidades de DO. El programa lo calculard automdticamente. El tiempo nec-
essario para alcanzar el valor de DO se denomina tiempo de activacién (onset time).

2. Construccién de la curva estandar.
Construir una curva estdndar mediante la regresién del logaritmo del tiempo de activacion frente al logaritmo de las con-
cen-traciones estandar de endotoxina. El programa realizara este cdlculo. La ecuacién de la recta de regresion describe la
curva estandar.

3. Cdlculo de las concentraciones de endotoxina.
Calcular las concentraciones de endotoxina de todas las muestras (incluyendo los controles estdndares) utilizando la
ecuacion lineal de la recta:

Y=aX+b

donde:
Y = logdel tiempo de activacion -onset time-
X =log concentraciéon endotoxina
a =pendiente de la recta;
b = punto de interceptacion con el eje Y.
El programa realizara este célculo.

Interpretacién

1. Para que una prueba sea vélida, la concentracién de endotoxina de los controles negativos (estimada por extrapolacion de
la curva estandar) debe ser significativamente menor que el valor de la minima concentracién estdndar.

2. Cuando se incluye una curva estandar en el ensayo, el coeficiente de correlacién en valor absoluto debe ser igual o mayor
a0,980.

3. Elvalor medio de las medidas de la concentracion de endotoxina de los controles positivos debe encontrarse dentro del
25% de la concentracién nominal. Por tanto, si el control positivo es 0,125 EU/mL, la concentracién medida debe estar
entre 0,9375y 0,15625 EU/mL.

4 Determine el rango medio de tiempos de activacion para la curva estandar. Por ejemplo, si los tiempos de activacion de
dos replicados de la concentracion estindar mas alta son 1079 y 1087 segundos y los de los replicados de la concentracién
mads baja son 1954 y 1968, el rango medio de los tiempos de activacién es 1083 y 1961. Las concentraciones de endotoxi-
na validas s6lo pueden calcularse para muestras con un tiempo de activacién medio que caiga dentro del rango medio de
tiempos de activacién de la curva estdndar.

Por ejemplo, puede darse un resultado vélido para una muestra que dé tiempos de activaciéon de 1949 y 1965 (media =
1957), a pesar de que una de las muestras replicadas se encuentre fuera del rango estdndar.

5. Con el fin de demostrar que la muestra no interfiere significativemente en la reaccion LAL/endotoxina, la concentracién
de endotoxina obtenida en el control positivo de producto (sample spike) debe estar comprendida entre el 50 y al 200% de
la concentracion nominal de endotoxina afiadida. Para determinar si la recuperacion de endotoxina esta dentro de estos
limites, se debe restar la concentracién de endotoxina del control positivo de la muestra sin endotoxina afiadida. Por ejem-
plo, para considerar libre de interferencia significativa, la concentracion de endotoxina medida en un control positivo con
0.125 EU/ml de concentracién nominal, debe encontrarse (después de restarle la endotoxina de la muestra sin endotoxi-
na estandara afiadida) en el rango de 0.0625 -0.25 EU/ml (entre el 50 y 200% de 0.125 EU/mL). Sila concentracién de endo-
toxina de la muestra sin spike es de 0.028 EU/mL y la del control positivo de producto es de 0.163 EU/mL, la endotoxina
atribuible al spike es: 0.163 - 0.028 = 0.135 EU/mL. Este resulado se halla dentro del rango establecido y si se cumplen el
resto de los requerimientos, el ensayo de la muestra se considera vilido.

Limitaciones del Procedimiento
El procedimiento estd limitado por la capacidad de la muestra de inhibir o potenciar bajo las condiciones de la prueba. Si
el Procedimiento no puede ser validado (1,2,3) a una concentracién de la muestra mayor que la minima concentracién vali-
da (MCV), entonces la prueba del LAL no puede sustituir la Prueba de Pirégenos de la USP ("Pyrogen Test"). LA MCV se cal-
cula de la siguiente forma:

(1) (dosis de la muestra)
MCV =

limite de tolerancia a la endotoxina

donde % es expresada en EU/mL, la dosis de la muestra en unidades por Kg de peso de masa corporal, y el limite de toleran-
cia a la endotoxina en EU/Kg.

La Maxima Dilucion Valida se define como la dilucién de la muestra que contiene el MCV (1) y es igual a la concentracion
inicial de la muestra dividida por el MCV.

El limite de tolerancia a la endotoxina (1) es 0,2 EU/kg para drogas administradas por una via intratecal y 5 EU/kg para
otros parenterales. El limite para dispositivos médicos se expresa por mL de un volumen de extracto o enjuague obtenido de
la forma descrita en la guia de la FDA (1). Ellimite para dispositivos que entran en contacto con el liquido cefalorraquideo es
0,06 EU/mLy para aquellos que no tienen contacto, el limite es de 0,5 EU/mL. Ellimite para dispositivos liquidos es el mismo
que el limite para farmacos.

La tripsina causard un resultado falso positivo, a menos que sea desnaturalizada mediante un tratamiento de calor antes
del andlisis. Materiales tales como sangre, suero y plasma deben ser tratados para desactivar cualquier inhibidor antes de la
prueba (12).

Valores Esperados

La endotoxina presente en las muestras puede ser cuantificada si se encuentra dentro del rango de concentraciones de
endotoxina estandar utilizadas para construir la curva estandar. Si fuera necesario diluir la muestra para resolver cualquier
problema de inhibicién o potenciacién, se aumentara correspondientemente la cantidad minima de endotoxina que puede
ser detectada. Los materiales derivados de fuentes bioldgicas pueden contener, atin después de una purificacion bioquimica,
niveles mensurables de endotoxina. El agua obtenida mediante destilacién, 6smosis inversa o ultrafiltracién puede contener
una cantidad de endotoxina menor que la detectable siempre y cuando el proceso de purificacién funcione correctamente y
el agua no se contamine después de su produccion.
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Nuestro personal experto tendra el gusto de discutir con usted los aspectos teéricos y prcticos de la prueba del LAL. No
dude en llamarnos si encuentra problemas al utilizar el Pyrotell-T. Responderemos de cualquiera de nuestros productos cuyo
rendimiento no llegue a satisfacer las especificaciones de(l/los) mismo(s). Toda devolucién de productos debe ser notificada
de antemano.
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LIMULUS AMEBOCYTE LYSATE
PYROTELL®-T

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,
2), 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 recommend-
ed for the quantification of endotoxin in raw materials used in production, including water, and for in-process monitoring of
endotoxin levels. The USP Bacterial Endotoxins Test (3) is the official test referenced in specific USP monographs.

Summary of Test

Limulus amebocyte lysate (LAL) is an aqueous extract of blood cells (amebocytes) from the horseshoe crab, Limulus
polyphemus. In the presence of endotoxin LAL becomes turbid and, under appropriate conditions, forms a solid gel-clot. The
turbidimetric LAL test is performed by adding a given volume of Pyrotell-T to a given volume of specimen and incubating the
reaction mixture at 37°C. The higher the endotoxin concentration in the specimen, the faster turbidity will develop. Turbidity
can be used to quantify endotoxin concentration in two ways.

In the kinetic turbidimetric LAL method, either the rate of increase in turbidity or the time taken to reach a particular level
of turbidity (the onset time) is determined. Higher endotoxin concentrations give shorter onset times. The assay requires spe-
cialized instrumentation to incubate multiple samples at a controlled temperature (usually 37°C) and 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.

The turbidimetric LAL method is rapid, specific, easy to perform, and highly sensitive. The detection limit depends on the
method and instrumentation used and may be as low as 0.001 Endotoxin Units (EU) per mL.

History and Biologic Principle

Howell described the clotting of Limulus blood in 1885 (4). In the 1950’s, Bang at the Marine Biological Laboratory, Woods
Hole, MA, discovered that gram negative bacteria cause Limulus blood to clot (5). Levin and Bang later determined that the
reaction is enzymatic and that the enzymes are located in granules in the amebocytes (6). They showed that clotting is initi-
ated by a unique structural component of the bacterial cell wall called endotoxin or lipopolysaccharide (7). Current under-
standing is that the reaction consists of a cascade of enzyme activation steps. While the complete reaction is not understood,
the last step is well described. Clotting protein (coagulogen) is cleaved by activated clotting enzyme; the insoluble cleavage
products coalesce by ionic interaction and the turbidity of the reaction mixture increases. The greater the amount of endo-
toxin present, the faster turbidity develops. More information about the LAL reaction and applications is available in the lit-
erature (8, 9, 10).

Reagent

Pyrotell-T is packaged in lyophilized form. Pyrotell-T contains an aqueous extract of amebocytes of L. polyphemus, human
serum albumin (stabilizer), NaCl and other appropriate ions. No preservatives or buffers are added.

Pyrotell-T is not labeled with a specific sensitivity. Sensitivity in a given test (designated 2) is the lowest endotoxin con-
centration used to construct the standard curve. In the Pyros Kinetix® and LAL-5000° Automatic Endotoxin Detection System
(Associates of Cape Cod, Inc.) the detection limit, and thus the lowest possible value of %, is 0.001 EU/mL.

Use Pyrotell-T for in vitro diagnostic purposes only. Do not use it for the detection of endotoxemia. The toxicity of this
reagent has not been determined; thus, caution should be exercised when handling Pyrotell-T.

Reconstitute Pyrotell-T as follows:

1. Gently tap the vial of Pyrotell-T to cause loose LAL 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 on the stopper will not affect the test.

2. Reconstitute Pyrotell-T with LAL Reagent Water (LRW, see below) or compatible buffer (available from Associates of Cape
Cod, Inc). Do not rehydrate until immediately before use. Add 5 mL as indicated on the vial label. The LAL pellet will go
into solution within a few minutes. Before use, gently swirl the vial to insure homogeneity. Mixing too vigorously may
cause excessive foaming which can cause a loss of sensitivity. Cover the vial with Parafilm M® (American National Can™)
when not in use.

Storage Conditions

Freeze-dried Pyrotell-T is relatively heat stable and, if kept refrigerated, will retain full activity through the expiration date
on the label. Store the product at -20 to +8°C. Temperatures below -20°C can shrink the stopper, leading to a possible loss of
vacuum and contamination of Pyrotell-T. Temperatures in excess of 37°C can cause rapid deterioration of lyophilized Pyrotell-
T as evidenced by loss of sensitivity and a distinct yellowing of the product. Pyrotell-T is shipped with cold packs in insulated
containers to protect against high temperatures.

Reconstituted Pyrotell-T 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 does indicate deterioration.

Reconstituted Pyrotell-T is less stable than the freeze-dried product; vials can be held for up to 24 hours at 2 to 8°C.
Reconstituted Pyrotell-T can be frozen once. It will retain activity for three months if frozen immediately after reconstitution
and held at or below -20°C. After thawing, the same visual criteria for quality are applied as for initial reconstitution.

Specimen Collection and Preparation

Specimens should be collected aseptically in non-pyrogenic containers. Reused, depyrogenated glassware or sterile, dis-
posable, polystyrene plastics are recommended to minimize adsorption of endotoxin to container surfaces. Not all plastic
containers are free of detectable endotoxin and an extractable substance from some types may interfere with the LAL test.
Labware can be tested for acceptability by randomly selecting containers from a batch, rinsing them with a small volume of
LRW at room temperature for one hour, and testing the rinse as a specimen. The rinse should contain significantly less endo-
toxin than the lowest standard concentration to be used. Also, the rinse should neither inhibit nor enhance the test as deter-
mined by recovery of a known amount of added endotoxin.

The pH of the reaction mixture (4 volumes of specimen or specimen dilution mixed with 1 volume of Pyrotell-T or other
ratio used in the test protocol) 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 and use in normalities 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. Alternatively, reconstitute the Pyrotell-T with a compatible buffer (avail-
able from Associates of Cape Cod, Inc.) and check the pH of the reaction mixture. 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 spec-
imen 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 (less than 1 EU/mL)
should be tested for loss of endotoxin during storage.

Test Procedure

Test Reagents

1. Pyrotell-T (see description and method of reconstitution above).

2. LAL Reagent Water (LRW), not provided with Pyrotell-T; order separately. Lyophilized Pyrotell-T must be reconstituted
with water (or compatible buffer available from Associates of Cape Cod, Inc., see item 3 below) that shows no detectable
endotoxin in the LAL test. Recommended sources for water include Associates of Cape Cod, Inc. or any commercially
available USP Sterile Water for Injection (sterile WFI) without bacteriostat or USP Water for Irrigation. Any of these may be
used provided 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 reconstitute Pyrotell-T, to make dilutions of standards, and to prepare posi-
tive controls (see items 1.a. and 1.b. under “Controls”). Construct a standard curve from the onset times for the standards.
The correlation coefficient should be at least 0.980 (absolute value). The endotoxin concentration of the water being test-
ed can be estimated by extrapolation of the standard curve below the lowest endotoxin concentration and should be sig-
nificantly less than that of the lowest standard. Also, the endotoxin concentration of the positive product control should
be within 50% to 200% of the nominal concentration of the added endotoxin “spike.”

3. Buffer, not provided with Pyrotell-T; order separately if required. Pyrosol buffer (Cat# BC051 or BC554) or Glucashield™
buffer (Cat# GB051) can be used instead of LRW to reconstitute Pyrotell-T to help overcome a sample pH problem or inter-
ference from glucans.

4. Standard Endotoxin, not provided with Pyrotell-T; order separately. Control Standard Endotoxin (CSE), obtained from
Associates of Cape Cod, Inc., is used to construct standard curves, validate product, and prepare inhibition controls. Each
vial contains a measured weight of endotoxin. USP Endotoxin Reference Standard may be obtained from the U.S.
Pharmacopeial Convention, Inc. Follow manufacturer’s directions for reconstitution and storage of standard endotoxins.
CSE lots may show different potencies (EU/ng) when tested with different lots of Pyrotell-T. If using CSE, endotoxin con-
centrations can be expressed in EU/mL if the potency of a given lot of CSE has been determined with the Pyrotell-T lot in
question (1, 2).

Materials and Equipment (not provided)

1. Reaction vessels. Choice of type depends on the instrumentation used to measure turbidity. Reaction tubes for the Pyros
Kinetix system are 8 x 75 mm, depyrogenated borosilicate glass tubes (TK100). The LAL-5000 system uses 10 x 75 mm,
depyrogenated, borosilicate glass tubes (TB050). If Pyrotell-T is being used in a microplate reader, we recommend the use
of Pyroplates® available from Associates of Cape Cod, which are certified free of interfering endotoxins and glucans. When
using other brands of microplates, be aware that some plastics interfere with the LAL reaction or adsorb endotoxin. Thus,
microplates should be checked for suitability before use.

2. Optical reader. For the kinetic turbidimetric method, the use of an incubating optical reader such as the Pyros Kinetix, the
LAL-5000 Automatic Endotoxin Detection System, or the BioTek ELx 808 IU, available from Associates of Cape Cod, Inc. is
recommended.

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

4. Pipets, automatic pipettors with pipet tips, 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, which
comes with a Certificate of Compliance certifying that the products are free of interfering endotoxins and glucans.

5. Vortex-type mixer.

6. Parafilm M. The side in contact with the paper backing is normally nonpyrogenic.

7. Nonpyrogenic test tubes with adequate capacity for making dilutions of endotoxin standard or test specimen. See
“Specimen Collection and Preparation” for other containers suitable for dilutions.

8. Hot air oven with 250°C capacity for depyrogenation of glassware. Commonly used minimum time and temperature set-
tings are 30 minutes at 250°C (3, 12).

Controls
Controls are necessary to insure a valid test. Recommended procedures are detailed by the FDA (1, 2) and USP (3).
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 dilutions unless you have demonstrated the stability of that range of concentrations. Make dilu-
tions in a geometric series (e.g. twofold, fourfold or tenfold dilutions) to give the range of endotoxin concentrations
required. Concentrations of 1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 and 0.03125 EU/mL are recommended to verify Pyrotell-T per-
formance. The lowest endotoxin concentration in any standard series is the detection limit of that particular test and
is designated 1. To get to the range of standards required, use as few dilutions as possible with appropriate pipet vol-
umes to maximize accuracy.

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.). A concentration of 44 is appropriate for stan-
dard curves constructed from 4, 5 or 6 twofold dilutions of standard endotoxin (e.g., 4% = 0.125 EU/mL in the standard
series given in section a. above). In situations where the increment of dilution is greater than twofold, the concentra-
tion of the positive control should equal that of a standard from the middle of the standard curve. For example, a value
of 0.1 EU/mL would be appropriate for positive controls included with a standard series that is comprised of 0.001, 0.01,
0.1, and 1.0 EU/mL, concentrations. 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 standard curve to calculate endotoxin concentrations.
Refer to the FDA guideline (1) and Interim Guidance (2) under Routine Testing of Drugs (or Devices) by the LAL Test for
details.

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 pos-
itive 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” below. 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 (MVD) of the product by more
than a factor of 10. [Refer to the “Limitations of Procedure” below or the FDA Guideline (1) for explanation and calculation of
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.
1. Prepare test instrumentation as necessary. In an automated system this usually involves entering sample descriptors
and setting of sample test parameters.
2. Add the appropriate volume of sample (negative control, endotoxin standard, specimen, positive control or positive
product control) to the reaction tube or microplate. For a 1:1 ratio in the Pyros Kinetix use 0.1 mL; for a 1:4 ratio in the
Pyros Kinetix, use either a 0.2 mL or 0.4 mL volume; in the LAL-5000 system, the appropriate volume is 0.4 mL; and in
an incubating microplate, the appropriate volume is 0.1 mL

3. Add Pyrotell-T as appropriate for procedure.

a. For methods using individual reaction tubes the timing of the reaction in each tube is critical. To each reaction tube in
turn, add Pyrotell-T, mix for approximately 2 seconds and place the tube into the incubating optical reader. The vol-
ume of Pyrotell-T added is 0.1 mL for the LAL-5000 system, 0.1 mL for a microplate, 0.1 mL for the 1:1 ratio method of
the Pyros Kinetix, and most other methods. For the Pyros Kinetix 1:4 ratio, if the sample volume is 0.4 mL, add 0.1 mL
LAL. If using a sample volume of 0.2 mL, a volume of 0.05 mL of LAL is appropriate. Failure to mix adequately is a com-
mon cause of unsatisfactory tests. Pyrotell-T may be added most conveniently using a repeating pipettor. A fresh pipet
or pipet tip is recommended for each entry into the Pyrotell-T vial. Different volumes of Pyrotell-T may be appropri-
ate for other test protocols.

b. For a microplate, add Pyrotell-T as rapidly as possible to all samples and mix from 5 to 30 seconds. Put the plate into
an incubating platereader.

4. Once the incubation has started, do not disturb the reaction tube(s). The laboratory bench supporting the incubator/opti-
cal reader should be free from excessive vibration.

5. Read the test. 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 onset OD. Automated test systems will usually terminate the test after

a preset period.

Results

1. Preliminary calculations.
Determine the time taken for specimens to reach a particular optical density threshold (usually 0.02 OD units in a tube read-
er; 0.03-0.1 OD units in a plate reader) after any data corrections have been made. Optical density readings must be rela-
tive to an initial reading taken to be 0 OD units. The system software will do this. The time taken to reach the OD value is
called the onset time.

2. Construct a standard curve.
Construct a standard curve by regression of the log onset time against the log endotoxin concentration for the standards.
(This is performed by the software). The equation for the regression line describes the standard curve.

3. Calculate the endotoxin concentrations. Calculate endotoxin concentrations of all specimens (including standards and
controls) using the line equation for a straight line:

Y=aX+b

where:
Y = logonset time
X = log endotoxin concentration
a = slope of the line
b = theY intercept.
This calculation is performed by the software.

Interpretation

1. Inorder 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. When a standard curve is included with the test, the absolute value of the correlation coefficient for the standard curve
should be greater than or equal to 0.980.

3. The mean measured endotoxin concentration of positive controls 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. Determine the mean range of onset times for the standard curve. For example, if the onset times of two replicates of the
highest standard endotoxin concentration are 1079 and 1087 seconds and those for the lowest concentration are 1954 and
1968, the mean range of onset times is 1083 to 1961. Valid endotoxin concentrations can only be calculated for specimens
with a mean onset time that falls within the mean range of onset times of the standard curve.

For example, a valid result can be given for an unknown that gives onset times of 1949 and 1965 (mean = 1957), despite
the fact that one of the replicates lies outside the standard range.

5. In order 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 interfer-
ence, the measured endotoxin concentration in a 0.125 EU/mL positive product control (after subtraction of any endo-
toxin 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 mea-
sured 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 pro-
cedure cannot be validated (1, 2, 3) at a specimen concentration that is greater than the minimum valid concentration (MVC),
then the LAL test cannot be substituted for the USP Pyrogen Test. The MVC is calculated as follows:

(1) (specimen dose)
MVC =

(endotoxin tolerance limit)

where 2 is in EU/mL, specimen dose is in units per kg body weight, and the endotoxin tolerance limit is in EU/kg.

The maximum valid dilution (MVD) is the specimen dilution containing the MVC (1). It is the initial specimen concentra-
tion divided by the MVC.

The endotoxin tolerance limit (1) is 0.2 EU/kg for drugs with an intrathecal route of administration and 5 EU/kg for all
other parenterals. The limit for medical devices is expressed per mL of an extraction or rinse volume obtained as described in
the FDA guideline (1). For devices that contact cerebrospinal fluid, the limit is 0.06 EU/mL; for those that do not, it is 0.5
EU/mL. The limit for liquid devices is the same as that for drugs.

Trypsin will cause a false positive result unless denatured by heat treatment before testing. Materials such as blood,
serum, albumin, and plasma may interfere with turbidimetric assays.

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 biochem-
ical purification, may still contain measurable levels of endotoxin. Water obtained by distillation, reverse osmosis, or ultrafil-
tration 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. Please call if you have
problems using Pyrotell-T. We will replace any of our products that do not perform to product specifications; you must noti-
fy us before returning product.

Francais

LYSAT D’AMEBOCYTES DE LIMULE
PYROTELL®-T

pour la détection et la détermination quantitative d’endotoxines bactériennes a
Gram négatif (lipopolysaccharides)

Lorsque I'essai sur lysat d’'ameebocytes de limule (LAL) est effectué conformément aux directives de la FDA (1,2), il peut
remplacer le test de dépistage des pyrogenes (sur lapin) de la pharmacopée américaine lors d’essais sur produits finis de
«médicaments injectables aux humains (produits biologiques inclus), injectables aux animaux et de dispositifs médicaux ».
Lessai LAL est recommandé pour la quantification d’endotoxines sur les matiéres premieres utilisées en production, dont
I'eau, et pour le contréle en cours de fabrication des taux d’endotoxines. L'US Bacterial Endotoxin Test (3) est I'essai officiel
mentionné dans certaines des monographies spécifiques de la pharmacopée américaine.

Résumé du test

Le lysat d’ameebocytes de limule est un extrait aqueux provenant des cellules sanguines (amcebocytes) du crabe « en fer a
cheval », Limulus polyphemus. En présence d’endotoxines, le LAL devient trouble et, dans les conditions appropriées, forme
un gel solide. Lessai turbidimétrique s’effectue en ajoutant un volume donné de Pyrotell-T a un volume donné d’échantillon
et en incubant le mélange réactionnel a 37°C. Plus la concentration d’endotoxines dans I'échantillon est élevée, plus la tur-
bidité se développe rapidement. On peut utiliser la turbidité afin de quantifier la concentration d’endotoxines de deux fagons.

Avec la méthode LAL cinétique turbidimétrique, on détermine soit le taux d’augmentation de la turbidité, soit le temps
nécessaire pour atteindre un niveau particulier de turbidité (temps de réaction). Plus les concentrations d’endotoxines sont
élevées, plus les temps de réaction sont courts. Lessai nécessite des instruments spécialisés permettant I'incubation d’échan-
tillons multiples a une température controlée (généralement 37°C) et la mesure de densités optiques a intervalles réguliers.
On peut construire des courbes d’étalonnage en tragant le log de temps de réaction en fonction du log de la concentration de
I'étalon d’endotoxine et les utiliser pour calculer la concentration d’endotoxine des échantillons.

La méthode LAL turbidimétrique est rapide, spécifique, facile a effectuer et extrémement sensible. La limite de détection
dépend de la méthode et des instruments utilisés et peut atteindre la valeur de 0,001 unité d’endotoxines (EU) par mL.

Historique et principe biologique

Howell décrivit la coagulation du sang de la limule en 1885 (4). Dans les années 50, Bang a découvert, au Laboratoire de
biologie marine de Woods Hole (Massachusetts), que les bactéries a Gram négatif provoquaient la coagulation du sang de la
limule (5). Levin et Bang ont déterminé plus tard que cette réaction était de nature enzymatique et que les enzymes étaient
situés dans les granules des amoebocytes (6). Ils ont démontré que la coagulation était déclenchée par un composant struc-
turel unique de la paroi cellulaire bactérienne appelé endotoxine ou lipopolysaccharide (7). On sait actuellement que la réac-
tion menant a la coagulation découle d'une cascade d’étapes d’activation enzymatique. Bien que I'on ne comprenne pas
exactement la réaction compleéte, la derniere étape est bien décrite. La protéine de coagulation (coagulogene) est dissociée
par 'enzyme de coagulation activé ; les produits insolubles de cette dissociation coagulent par interaction ionique et la tur-
bidité du mélange réactionnel augmente. Plus la quantité d’endotoxine présente est importante, plus la turbidité se
développe rapidement. De plus amples renseignements sur la réaction LAL et ses applications sont disponibles dans la lit-
térature spécialisée (8, 9,10).

Réactif

Le Pyrotell-T est conditionné sous forme de préparation lyophilisée. Le Pyrotell-T contient un extrait aqueux d’amaebo-
cytes de L. polyphemus, de sérum-albumine humaine (stabilisant), du NaCl et d’autres ions appropriés. Aucun conservateur
ou tampon n’est ajouté.

Le Pyrotell-T n'est pas étiqueté avec une sensibilité spécifique. La sensibilité d'un essai donné (désignée par 1) est la plus
faible concentration d’endotoxine utilisée pour tracer la courbe d’étalonnage. Lors de I'utilisation des systemes de détection
automatiques d’endotoxine Pyros Kinetix et LAL-5000 (Associates of Cape Cod, Inc.), la limite de détection et donc la plus
faible valeur possible de %, est 0,001 EU/mL.

Le Pyrotell-T ne doit étre utilisé qu’a des fins de diagnostics in vitro. Ne pas I'utiliser pour la détection d’endotoxémie. La
toxicité de ce réactif n'a pas été déterminée; il convient donc d’étre prudent lors de la manipulation du Pyrotell-T.

Reconstitution du Pyrotell

1. Tapoter légerement le flacon de Pyrotell-T pour faire tomber le LAL au fond du flacon. Casser le vide en soulevant le bou-
chon gris. Eviter de contaminer I'embouchure du flacon. Enlever et jeter le bouchon ; ne pas injecter a travers le bouchon
ni le réutiliser. S'il reste une petite quantité de LAL sur le bouchon, I'essai ne sera pas faussé.

2. Reconstituer le Pyrotell-T avec de I'eau réactif LAL (LAL Reagent Water, « LRW », voir ci-dessous) ou un tampon approprié
de I'entreprise Associates of Cape Cod, Inc. Ne réhydrater qu’au moment de 'utilisation. Ajouter 5 mL selon les indica-
tions inscrites sur I'étiquette du flacon. Les paillettes de LAL lyophilisées vont se solubiliser en quelques minutes. Avant
usage, mélanger avec précaution (mouvement circulaire du poignet) le contenu du flacon afin d’assurer son homogénéité.
Un mélange trop vigoureux risque de provoquer un excés de mousse susceptible d’entrainer une perte de sensibilité.
Couvrir le flacon d'un parafilm M® (American National Can™) lorsqu'il n’est pas utilisé.

Conditions de stockage

Le Pyrotell-T lyophilisé est relativement thermostable et, s'il reste réfrigéré, il peut conserver son activité complete jusqu'a
la date de péremption indiquée sur I'étiquette du flacon. Dés réception, stocker le produit entre -20 et +8°C. Les températures
inférieures a -20°C rétractent le bouchon, ce qui entraine une perte de vide et la contamination du Pyrotell-T. Les tempéra-

tures supérieures a 37°C peuvent provoquer une détérioration rapide du Pyrotell-T lyophilisé, ce qui se manifeste par une
perte de sensibilité et un jaunissement caractéristique du produit. Le Pyrotell-T est expédié entouré de pains réfrigérants dans
un emballage thermiquement isolé pour le protéger des températures élevées.

Le Pyrotell-T reconstitué est généralement transparent et légérement opalescent. Un lot peut parfois présenter une légere
turbidité uniforme. La présence de petites fibres ou de fils n'indique pas une contamination et n’affecte pas son activité; toute-
fois, une précipitation floconneuse ou une couleur jaune caractéristique indique sa détérioration.

Le Pyrotell-T reconstitué est moins stable que le produit lyophilisé; les flacons peuvent étre conservés pendant 24 heures
maximum entre 2 et 8°C. Le Pyrotell-T reconstitué peut étre congelé une seule fois. Il peut conserver son activité pendant
trois mois s'il est immédiatement congelé aprés reconstitution et maintenu a une température de -20°C ou inférieure. Une
fois décongelé, les mémes criteres visuels de qualité s’appliquent que pour la reconstitution initiale.

Prélevement des échantillons et préparation

Les échantillons doivent étre prélevés aseptiquement dans des récipients apyrogenes. Lutilisation de verrerie dépy-
rogénéisée réutilisable ou en plastique polystyrene stérile et jetable est recommandée afin de minimiser I'’adsorption d’endo-
toxines a la surface des récipients. Tous les récipients en plastique ne sont pas dépourvus d’endotoxines détectables et une
substance provenant de certains d’entre eux risque de compromettre I'action de I'essai LAL. La verrerie de laboratoire peut
étre testée en prélevant au hasard des récipients dans un lot, en les ringant avec un petit volume de LRW a température
ambiante pendant une heure et en testant le liquide de ringage comme un échantillon afin de déterminer si le lot de réci-
pients est acceptable. Le liquide de ringage doit contenir considérablement moins d’endotoxine que la plus faible concentra-
tion étalon a utiliser. De surcroit, le liquide de ringage ne doit ni inhiber ni activer l'essai, ce qui se détermine en retrouvant
une quantité connue d’endotoxine ajoutée.

Le pH du mélange réactionnel (4 volumes d’échantillon pur ou d’échantillon dilué mélangés a 1 volume de Pyrotell-T ou
autre ratio utilisé au cours du protocole) doit se situer entre 6 et 8. Ajuster le pH de I'échantillon avec HCl, NaOH ou un tam-
pon (sans endotoxines détectables). Diluer du HCI concentré ou de la NaOH avec de I'eau réactif LAL a des normalités qui
n’entraineront pas de dilution importante de I'’échantillon. En cas de formation d’'un précipité dans I'échantillon lors de I'a-
justement du pH, diluer I'échantillon (sans dépasser la dilution valide maximale - voir la section « Limites de la méthode »)
avant d’ajuster le pH. Ou encore, reconstituer le Pyrotell-T au avec un tampon approprié de I'entreprise Associates of Cape
Cod, Inc. et vérifier le pH du mélange réactionnel. Ne pas ajuster le pH d'une solution saline non tamponnée ou d’eau. Il se
peut que la dilution elle seule élimine les problemes de pH.

Les substances qui dénaturent les protéines, chélatent les cations, lient les endotoxines ou alterent leur état hydrophobe
risquent d’interférer sur I'essai. Cette interférence peut étre détectée par la récupération d'une quantité d’endotoxines con-
sidérablement plus grande ou plus petite que celle attendue quand une quantité connue d’étalon d’endotoxine est ajoutée a
I'échantillon (voir les « Limites de la méthode »). Dans la plupart des cas, la dilution de I'échantillon tend a réduire la con-
centration et |'activité des substances interférantes, et produit quand méme des résultats de tests valides. Les contrdles appro-
priés et les modes de dilution sont décrits a la section « Protocole opératoire ».

11 convient de tester les échantillons aussi rapidement que possible apres prélevement. 1l est conseillé de congeler un
échantillon non stérile qui doit étre conservé ou expédié avant I'essai. Les échantillons censés contenir de faibles concentra-
tions d’endotoxines (inférieures a 1 EU/mL) doivent étre testés afin de vérifier la perte d’endotoxines lors du stockage.

Protocole opératoire

Réactifs pour essai

1. Pyrotell-T (voir la description et la méthode de reconstitution dans la section précédente).

2. LRW (eau pour réactif a LAL), non fournie avec le Pyrotell-T ; doit étre commandée séparément. Le Pyrotell-T lyophilisé
doit étre reconstitué avec de I'eau (ou un tampon approprié de 'entreprise Associates of Cape Cod Inc, voir l'article 3 ci-
dessous) qui ne présente pas d’endotoxine détectable au cours de I'essai LAL. Les sources recommandées pour I'eau com-
prennent le produit d’Associates of Cape Cod, Inc., ou toute eau stérile pour injection (eau ppi stérile) sans bactériosta-
tique ou de I'eau pour irrigation conformes a 'USP disponibles dans le commerce. N'importe laquelle de ces eaux peut
étre utilisée pour autant que son acceptabilité en tant que LRW ait été démontrée. Lalimite d’endotoxine pour I'eau stérile
USP n'est que de 0,25 EU/mL; cette eau peut donc contenir un taux d’endotoxine détectable et ne pas convenir a cet usage.

Pour vérifier qu'un nouveau lot d’eau est conforme a la LRW requise, la tester comme un échantillon avec un controle
de produit positif (voir I'article 1.c dans la section se rapportant aux « Controles »). Employer de I'eau certifiée LRW pour
reconstituer le Pyrotell-T, pour effectuer des dilutions de I'étalon et pour préparer des controles positifs (voir les articles
l.aet 1.b dans la section « Controles »). Tracer une courbe d’étalonnage a partir des temps de réaction des étalons. Le coef-
ficient de corrélation doit étre au moins de 0,980 (valeur absolue). On peut estimer la concentration d’endotoxine de I'eau
a analyser par extrapolation de la courbe d’étalonnage au dessous de la plus faible concentration d’endotoxine, qui doit
étre considérablement inférieure a celle du plus faible étalon. Par ailleurs, la concentration d’endotoxine du controle de
produit positif doit se situer dans les 50 a 200% de la concentration nominale de la « surcharge » d’endotoxines ajoutée.

3. Tampon, non fourni avec le Pyrotell-T ; a commander séparément si nécessaire. On peut avoir recours aux tampons
Pyrosol (Cat# BC051 ou BC554) ou Glucashield™ (Cat# GB051) plutot qu'a LRW afin de reconstituer le Pyrotell-T afin
d’éliminer un probléme de pH dans un échantillon ou des interférence dues a la présence de glucanes.

4. Etalon dendotoxine, non fourni avec le Pyrotell-T; doit étre commandé séparément. Utiliser 'étalon d’endotoxine
(Control Standard Endotoxin, « CSE ») d’Associates of Cape Cod, Inc. pour tracer des courbes d’étalonnage, valider le pro-
duit et préparer les controles d’inhibition. Chaque flacon contient un poids d’endotoxine mesuré. On peut obtenir I'é-
talon d’endotoxine de référence USP aupres de la U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. Suivre les directives du fabricant
relatives a la reconstitution et au stockage des endotoxines étalons. Les lots d’étalon d’endotoxine peuvent présenter des
puissances différentes (EU/ng) lorsqu'ils sont testés avec différents lots de Pyrotell-T. Sile CSE est utilisé, les concentra-
tions d’endotoxine peuvent étre exprimées en EU/mL si la puissance d'un lot de CSE donné a été déterminée avec le lot de
Pyrotell-T en question (1, 2).

Matériel et équipement requis (non fournis)

1. Verrerie a réaction. Le choix du type de tubes dépend des instruments utilisés pour mesurer la turbidité. Les tubes a réac-
tion destinés au systeme Pyros Kinetix sont des tubes de 8 x 75 mm, dépyrogénéisés, en verre borosilicaté (TK100), ceux
destinés au systeme LAL-5000 sont de méme nature (dépyrogénéisés, verre borosilicaté) mais de taille différente soit 10 x
75 mm (TB050). Si le Pyrotell-T est utilisé avec un lecteur de plaques a microtitration, il est alors recommandé d'utiliser
les microplaques fabriquées par Associates of Cape Cod, Inc., certifiées sans endotoxine ni glucane interférants. En cas d'u-
tilisation d’autres types de microplaques noter que certains plastiques interferent avec la réaction LAL ou adsorbent les
endotoxines. Il convient donc de vérifier, avant usage, si les microplaques sont appropriées.

2. Lecteur optique. Avec la méthode cinétique turbidimétrique, utiliser un incubateur avec lecture optique tel que le systeme
de détection d’endotoxine automatique Pyros Kinetix ou LAL-5000 (Associates of Cape Cod, Inc.) ou encore le BioTek ELx
808 IU, appareil également distribué par Associates of Cape Cod, Inc.

3. Portoirs pour tenir et/ou incuber les tubes a réaction.

4. Pipettes, pipettes automatiques a embout de prélévement ou multipipettes avec seringue en plastique. Des pipettes et
embouts a pipettes jetables dépourvus d’endotoxine et glucane interférants sont recommandés. Lentreprise Associates of
Cape Cod, Inc. propose sa gamme de produits Pyroclear®, livrés avec un certificat de conformité assurant que ces derniers
sont dépourvus d’endotoxine et de glucane interférants.

5. Vortex.

6. Parafilm M. Le coté en contact avec le papier est généralement apyrogene.

7. Tubes a essai apyrogenes de contenance suffisante pour réaliser des dilutions d’étalon d’endotoxine ou des échantillons.
Consulter la section « Prélevement d’échantillons et préparation » pour la liste des autres récipients utilisables pour les
dilutions.

8. Four a chaleur séche avec une capacité de 250°C pour la dépyrogénisation des récipients en verre. Températures et temps
de réaction minimum habituellement utilisés: 30 minutes a 250°C. (3, 12).

Controles

Utiliser obligatoirement des controles pour assurer la validité de I'essai. Les méthodes recommandées sont décrites en
détail par la FDA (1,2) et 'USP (pharmacopée américaine) (3).
1. Contrdles d’endotoxines

a. Gamme étalon d’endotoxine. Préparer une nouvelle série de dilutions a partir de la solution mere d’endotoxines pour
chaque essai. Ne pas utiliser de dilutions préalablement préparées a moins d’avoir démontré la stabilité des concen-
trations. Effectuer des dilutions en série géométrique (par exemple, au1:2,1:4, ou 1 : 10) pour obtenir les concen-
trations d’endotoxine requises. Les concentrations de 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 et 0,03125 EU/mL sont recommandées
pour vérifier la performance du Pyrotell-T. La plus faible concentration d’endotoxine d’'une gamme étalon représente
la limite de détection de cet essai particulier et est désignée par L. Pour obtenir les concentrations étalons voulues,
utiliser aussi peu de dilutions que possible avec des volumes de pipettes appropriés afin d’augmenter la précision au
maximum.
On doit inclure un contréle positif (une seule concentration d’étalon d’endotoxine) si la gamme étalon (voir la section
a ci-dessus) n'est pas préparée de la méme fagon que les controles de produit positifs (voir la section c). La concen-
tration d’endotoxine du contréle positif doit étre égale a celle de I'étalon situé au milieu de la courbe d’étalonnage. Une
concentration de 4X est appropriée pour les courbes d’étalonnage tracées a partir de 4, 5 ou 6 dilutions d’étalon d’en-
dotoxine au 1: 2 (par exemple, 42 = 0,125 EU/mL dans la gamme d’étalons présentée dans la section a ci-dessus). Pour
des séries d“endotoxines, dont le facteur de dilution est supérieur a 2, il est recommandé de choisir pour le controle
positif une concentration finale située au milieu de la gamme d“endotoxines. Par exemple, pour la gamme étalon suiv-
ante: 0,001 -0,01-0,1-1,0 EU/mL, une concentration de 0,1 EU/ml pour le contrdle positif serait tout a fait appropriée.
Si une gamme étalon n’est pas incluse dans un essai, un contrdle positif doit étre inclus pour vérifier qu'il est approprié
d'utiliser les parametres d’'une courbe d’étalonnage précédente pour calculer les concentrations d’endotoxine.
Consulter la directive de la FDA (1) et le Interim Guidance (2) dans Routine Testing of Drugs (or Devices) avec I'essai
LAL pour de plus amples détails.
Les contrdles de produit positifs sont des controles d’inhibition/activation et se composent de I'échantillon ou de la
dilution de I'échantillon auquel on ajoute I'étalon d’endotoxine. La concentration d’endotoxine ajoutée dans I'échan-
tillon doit étre la méme que celle du contréle positif. Voir la section b ci-dessus concernant la sélection de la concen-
tration d’endotoxine appropriée pour le controle de produit positif. L'endotoxine ajoutée est fréquemment appelée «
surcharge » ou « spike ».
2. Controles négatifs

Des controles négatifs de LRW doivent étre inclus avec chaque essai.

b

C

Préparation de I'échantillon -
Détermination de la dilution de I'essai

Si un protocole a été précédemment mis au point pour le type d’échantillon a analyser au moyen de cet essai, effectuer la
dilution nécessaire a I'essai et procéder conformément aux instructions de la section « Exécution de I'essai » ci-dessous. Siun
protocole n'a pas été mis au point pour le type d’échantillon, effectuer une série de dilutions de I'échantillon au 1: 10. Ne pas
dépasser la dilution valide maximale du produit par plus d’un facteur de 10. (Consulter les « Limites de la méthode » ci-
dessous ou la directive de la FDA (1) pour I'explication et au calcul de la dilution valide maximale et de la concentration valide
minimale).

Préparer les dilutions appropriées de tous les échantillons avec un contréle de produit positif correspondant a chacune
d’entre elle.

Exécution de I'essai
On doit faire appel a une technique cohérente pour obtenir des résultats satisfaisants. Tous les controles et les échantil-

lons doivent étre testés (au moins) en double.

1. Préparer l'appareillage servant au test selon les besoins. Dans un systeme automatisé, cette préparation implique
généralement I'entrée des donées correspondant aux échantillons et la programmation des parametres du test.

2. Mettre le volume approprié d’échantillon, (controle négatif, étalon d’endotoxine, échantillon ou contrdle de produit posi-
tif) dans tube a réaction ou a la microplaque. Pour un ratio LAL/échantillon de 1 : 1 avec le systeme Pyros Kinetix utiliser

0,1 mL d’échantillon, pour un ratio de 1 : 4, utiliser 0,2 mL. Avec le systeme LAL-5000, le volume d’échantillon approprié

est de 0,4 mL; avec le systeme a microplaque utiliser seulement 0,1 mL.

3. Ajouter la quantité de Pyrotell-T convenant au protocole.

a. Lorsque I'on emploie des méthodes faisant appel a des tubes a réaction individuelle, le temps de réaction dans chaque
tube est essentiel. Ajouter du Pyrotell-T tour a tour dans chaque tube a réaction, mélanger pendant environ 2 secon-
des et placer le tube dans I'incubateur lecture optique. Le volume de Pyrotell-T a ajouter est 0,1 mL pour le systeme
LAL-5000, 0,1 mL pour les microplaques, 0,1 mL pour le systéme Pyros Kinetix associé a un ratio de 1 : 1 ainsi que pour
la plupart des autres méthodes. Pour un ratio de 1 : 4 avec le systeme Pyros Kinetix, si le volume échantillon est de 0.4
mL, ajoutez 0.1 mL LAL. Si en utilisant un volume échantillon de 0.2 mL, un volume de 0.05 mL de LAL est approprié.
Un mélange insuffisant est souvent la cause de tests défectueux. 1l est plus facile d’ajouter le Pyrotell-T a I'aide d’'une
multipipette. Utiliser une nouvelle pipette ou un nouvel embout de pipette pour chaque prélevement dans le flacon
de Pyrotell-T. D’autres protocoles peuvent nécessiter différents volumes de Pyrotell-T.

b. Lorsque I'on emploie une microplaque, ajouter le Pyrotell-T aussi rapidement que possible a tous les échantillons et
mélanger de 5 a 30 secondes. Mettre la plaque dans un incubateur-lecteur de microplaques.

4. Une fois que l'incubation a commencé, ne pas heurter les tubes a réaction. La paillasse supportant le bloc chauffant ou le
lecteur optique ne doit pas étre soumis a des vibrations excessives.
5 Lecture du test.

Continuer le test jusqu'a ce que tous les échantillons aient été incubés pendant une durée significativement supérieure a

celle requise par la plus faible concentration d’étalon d'endotoxine pour atteindre la valeur seuil de densité optique. Les

systémes d’essai automatisés terminent généralement I’essai apres un délai prédéterminé.

Résultats

1. Calculs préliminaires
Déterminer la durée nécessaire pour que les échantillons atteignent un seuil de densité optique particulier (généralement
0,02 unité de densité optique pour un lecteur de tubes; 0,03 a 0,1 unité de densité optique pour un lecter de microplaques)
apres avoir effectué toutes les corrections de données nécessaires. Les lectures de densité optique doivent étre relatives a
une lecture initiale considérée comme 0 unité de densité optique. Le logiciel réalise cette étape. La durée nécessaire pour
atteindre la valeur de densité optique s'appelle le temps de réaction.

2. Tragage d’'une courbe d’étalonnage
Tracer une courbe d’étalonnage par régression du log de temps de réaction en fonction du log de la concentration d’en-
dotoxine pour les étalons. (Cette étape est réalisée par le logiciel.) L'équation de la droite de régression décrit la courbe d’é-
talonnage.

3. Calcul des ¢ rations d’end ine
Calculer les concentrations d’endotoxine de tous les échantillons (dont les étalons et les controles) en faisant appel a
I'équation linéaire d’une droite :

Y=aX+b

oli:
Y =lelogdutemps de réaction
X =lelog de la concentration d’endotoxine
a =lapente de la droite ;
b =Tabscisse a I'origine.
Ce calcul est exécuté par le logiciel.

Interprétation

1. Pour qu'un test soit valide, la concentration d’endotoxine des controles négatifs (estimée par I'extrapolation de la courbe
d’étalonnage) doit étre considérablement inférieure a celle de la plus faible concentration de I'étalon.

2. Lorsqu'une courbe d’étalonnage fait partie de l'essai, la valeur absolue du coefficient de corrélation pour la courbe
d’étalonnage doit étre supérieure ou égal a 0,980.

3. La concentration d’endotoxine moyenne mesurée des controles positifs doit se situer a + 25% de la concentration nomi-
nale. Dong, si le controle positif est 0,125 EU/mL, la concentration mesurée doit se situer entre 0,09375 et 0,15625 EU/mL.

4. Déterminer la plage moyenne de temps de réaction pour la courbe d’étalonnage. Par exemple, si les temps de réaction de
deux échantillons identiques de la plus haute concentration d’étalon d’endotoxine sont 1 079 et 1 087 secondes et que ceux
de la plus faible concentration sont 1 954 et 1 968, la plage moyenne de temps de réaction va de 1 083 a 1 961 secondes.
Les concentrations d’endotoxine valides ne peuvent étre calculées que pour les échantillons dont le temps de réaction
moyen se situe dans la plage moyenne des temps de réaction de la courbe d’étalonnage.

Par exemple, on peut obtenir un résultat valide pour un échantillon ayant des temps de réaction de 1 949 et 1 965
(moyenne = 1 957) secondes, bien que 'une des deux valeur de I'échantillon se situe hors de la plage étalon.

5. Pour démontrer que I'échantillon n'interfere pas de fagon significative avec la réaction LAL/endotoxine, la concentration
en endotoxine mesurée des controles positifs du produit doit se trouver dans la zone 50 a 200% de la concentration nom-
inale de la <surcharge> en endotoxine ajoutée. Avant de déterminer si la surcharge est recouvrée dans ces limites, sous-
traire la concentration en endotoxine mesurée dans I'échantillon (sans surcharge). Par exemple, afin que I'échantillon soit
considéré sans interférence, la concentration en endotoxine mesurée dans un contréle positif du produit a 0,125 EU/mL
(apres soustraction de route endotoxine dans I'échantillon sans surcharge) doit se situer entre 0,0625 et 0,25 EU/mL (50%
a200% de 0,125 EU/mL). Sila concentration en endotoxine mesurée dans I'échantillon sans surcharge est de 0,028 EU/mL
et que le contrdle positif du produit est de 0,163 EU/mL, I'endotoxine attribuée a la surcharge est de: 0,163 - 0,028 = 0,135
EU/mL. Cette valeur est dans la zone et a condition que tous les autres criteres soient corrects, I'analyse de I'échantillon
est correcte.

Limites de la méthode
La méthode est limitée par la capacité d'inhibition ou d’activation de I'échantillon lors de I'essai. Si la méthode ne peut
pas étre validée (1, 2, 3) a une concentration d’échantillon qui est supérieure a la concentration valide minimale, on ne peut
pas remplacer le test de dépistage des pyrogenes de la pharmacopée américaine par I'essai LAL. La concentration valide min-
imale se calcule comme suit :
(1) (dose échantillon)

limite tolérée en endotoxines

ol1 A est exprimée en EU/mL, la concentration de I'échantillon en unités par kg de poids corporel et la limite de tolérance en
endotoxine en EU/kg.

La dilution valide maximale (MVD) est la dilution de I'échantillon contenant la concentration valide minimale (MVC) (1).
Elle se calcule en divisant la concentration initiale de I'échantillon par la concentration valide minimale (MVC).

La limite de tolérance aux endotoxines (1) est de 0,2 EU/kg lorsqu’il s’agit de médicaments a administration par voie
intrathécale et de 5 EU/kg lorsqu’il s’agit d’'une administration parentérale. La limite pour les dispositifs médicaux est
exprimée par mL d'un volume d’extraction ou d’'un volume de rincage obtenus conformément a la directive de la FDA (1). En
ce qui concerne les dispositifs qui entrent en contact avec le liquide céphalo-rachidien, la limite est 0,06 EU/mL; pour tous les
autres, elle est 0,5 EU/mL. La limite pour les dispositifs liquides est la méme que celle se rapportant aux médicaments.

La trypsine provoque un faux résultat positif a moins qu’elle ne soit dénaturée par traitement thermique avant I'essai. Les
substances telles que le sang, le sérum, I’albumine et le plasma risquent d’interférer avec les essais turbidimétriques.

Valeurs probables

Le taux d’endotoxine dans les échantillons peut étre quantifié dans les limites de la plage de concentrations de I'étalon
d’endotoxine utilisées pour tracer la courbe d’étalonnage. S'il s’avere nécessaire de diluer I'échantillon pour éliminer les prob-
lemes d’'inhibition ou d’activation, la plus faible quantité d’endotoxine qui puisse étre détectée sera augmentée en con-
séquence. Les substances dérivées de sources biologiques, méme apres avoir subi une purification biochimique, peuvent
contenir des taux d’endotoxine mesurables. Leau obtenue par un procédé de distillation, osmose reverse ou ultrafiltration
peut contenir moins d’endotoxine que le niveau détectable tant que le procédé de purification fonctionne correctement et que
I'eau n’est pas contaminée apres la production.
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Notre personnel expérimenté se fera un plaisir de discuter des aspects pratiques et théoriques de I'essai LAL. N’hésitez pas a
nous téléphoner si vous avez des difficultés pour utiliser le Pyrotell-T. Nous remplacerons tout produit non conforme a ses
spécifications. Nous vous prions de bien vouloir nous avertir avant de renvoyer un produit.

LIMULUS AMOBOZYTEN-LYSAT
PYROTELL®-T

fiir den Nachweis und die Quantifizierung
von gramnegativen Bakterien-Endotoxinen (Lipopolysacchariden)

Der Limulus Amobozyten-Lysat- (LAL) Test kann anstelle des US Pharmacopeia- (USP) Pyrogentests (Kaninchenfiebertests)
als Endprodukt-Priifung von "Arzneimitteln, die in Mensch und Tier injiziert werden koénnen (einschlieBlich biologischer
Produkte), sowie von Medizinprodukten" verwendet werden, wenn er gemd den Richtlinien der FDA (Food and Drug
Administration, US-Bundesbehorde fiir Lebens- und Arzneimittel) (1) angewandt wird. Der LAL-Test wird fiir die
Quantifizierung von Endotoxinen in Rohstoffen, die bei der Herstellung verwendet werden, einschlieBlich Wasser, und fiir In-
ProzeR-Kontrollen des Endotoxingehalts empfohlen. Der (USP Bacterial Endotoxins Test) (2) ist der offizielle Test, der in spez-
ifischen USP-Monographien als Bezug herangezogen wird.

Zusammenfassung des Tests

Limulus Amobozyten-Lysat ist ein wilriger Extrakt von Blutzellen (Amobozyten) des Pfeilschwanzkrebses, Limulus
polyphemus. Bei Vorhandensein von Endotoxin wird LAL triib und bildet unter geeigneten Umstdnden ein festes Gel.
Der turbidimetrische Test wird durchgefiihrt, indem einem bestimmten Volumen der Probe ein bestimmtes Volumen von
Pyrotell-T zugefiigt und die Reaktionsmischung bei 37°C inkubiert wird. Je héher die Endotoxin-Konzentration in der Probe
ist, desto schneller entwickelt sich eine Triibung. Die Triibung kann zur Quantifizierung der Endotoxin-Konzentration auf
zwei Arten verwendet werden.

Bei der kinetisch-turbidimetrischen LAL-Methode wird entweder die Steigerungsrate der Triibung oder die Zeitspanne
(Anfangszeit = onset time) bestimmt, die notwendig ist, um eine bestimmte Triibungsstufe zu erreichen. Eine hohere
Endotoxin-Konzentration ergibt eine kiirzere onset time. Die Analyse erfordert spezielle Instrumente zur Inkubation von
mehreren Proben bei einer kontrollierten Temperatur (iiblicherweise 37°C) und mift die optische Dichte in regelmiRigen
Abstdnden. Standardkurven konnen erstellt werden, indem Log-onset time grafisch gegen Log-Konzentration des Standard-
Endotoxins aufgetragen wird. Anhand solcher Kurven werden die Endotoxin-Konzentrationen in den Proben berechnet.

Die turbidimetrische LAL-Methode ist schnell, spezifisch, leicht ausfithrbar und hochst empfindlich. Die Nachweisgrenze
hingt von der verwendeten Methode und den verwendeten Instrumenten ab und kann einen so niedrigen Wert wie 0,001
Endotoxin Units/mL (EU, Endotoxin-Einheiten, EE per mL) erreichen.

Vorgeschichte und biologisches Prinzip

Howell beschrieb die Koagulation von Limulus-Blut im Jahre 1885 (4). In den ftinfziger Jahren entdeckte Bang im Labor fiir
Meeresbiologie in Woods Hole im US-Bundesstaat Massachusetts, dall gramnegative Bakterien die Koagulation von Limulus-
Blut verursachen (5). Levin und Bang stellten spiter fest, dal8 die Reaktion enzymatisch ist und sich die Enzyme in den Granula
der Amébozyten befinden (5). Sie zeigten, daf die Gerinnung durch eine einzigartige strukturelle Komponente der
Bakterienzellwand, Endotoxin oder Lipopolysaccharid (7) genannt, in Gang gesetzt wurde. Heute wird allgemein angenom-
men, daf eine kaskadenartig ablaufende Reaktion enzymatischer Aktivierungsschritte zur Gerinnselbildung fiihrt. Obwohl
die komplette Reaktion noch nicht vollstandig erforscht ist, wird der letzte Schritt ausfiihrlich beschrieben.

Gerinnungsprotein (Koagulogen) wird durch aktiviertes Gerinnungsenzym gespalten. Die unldslichen Spaltprodukte
vereinigen sich in einer ionischen Wechselwirkung und bilden die Gel-Matrix. Weitere Informationen zur LAL-Reaktion und
ihren Anwendungen kénnen der Literatur entnommen werden (8, 9, 10).

Reagenz

Pyrotell-T wird in lyophilisierter Form abgefiillt. Pyrotell-T enthilt einen wifrigen Extrakt von Amo6bozyten von
L.polyphemus, Humanalbumin (Stabilisator), NaCl sowie andere geeignete Ionen. Es wurden keine Konservierungsstoffe oder
Pufferlosungen hinzugefiigt.

Pyrotell-T ist mit keiner bestimmten Empfindlichkeit gekennzeichnet. Die Empfindlichkeit eines bestimmten Tests
(genannt %) ist die niedrigste Endotoxin-Konzentration, die verwendet wird, um die Standardkurve zu erstellen. Im Pyros
Kinetix und LAL-5000, Gerdte zur automatischen Endotoxin-Bestimmung (Associates of Cape Cod, Inc.) betrdgt die
Nachweisgrenze, und somit der niedrigste Wert von 2, 0,001 EU/mL.

Pyrotell-T ist nur fiir diagnostische Zwecke in-vitro bestimmt. Es darf nicht fiir den in-vivo Nachweis einer Endotoxédmie
verwendet werden. Die Toxizitdt dieses Reagenz wurde noch nicht bestimmt. Aus diesem Grund sollte Pyrotell-T vorsichtig
gehandhabt werden.

Pyrotell-T folgendermaRen rekonstituieren:

1. Vorsichtig auf das Pyrotell-T-Flaschchen klopfen, damit loses LAL auf den Boden des Fldschchens féllt. Das Vakuum
brechen, indem der graue Stopsel angehoben wird. Die Flaschen6ffnung nicht kontaminieren. Den Stopsel entfernen und
entsorgen; nicht durch den Stépsel injizieren oder diesen wiederverwenden. Eine kleine Menge LAL, die am Stopsel
zuriickbleibt, hat keine negativen Auswirkungen auf den Test.

2. Pyrotell-T wird mit LAL-Reagenzwasser (LRW, siehe unten) oder in einem geeigneten Puffer von Associates of Cape Cod, Inc.
rekonstituiert. Erst unmittelbar vor der Verwendung rehydrieren. Wie auf dem Etikett des Flaschchens angezeigt, 5 mL
hinzuftigen. Das Lyophilisat 16st sich innerhalb weniger Minuten auf. Vor Benutzung den Inhalt des Flaschchens vor-
sichtig schwenken, damit Homogenitit gewdhrleistet ist. Ein zu kraftvolles Mischen kann zu iibermaRiger
Schaumbildung, und damit zu einem Verlust an Empfindlichkeit fiihren. Wenn das Fldschchen nicht gebraucht wird, wird
es mit Parafilm "M" ® (American National Can™) verschlossen.

Lagerungsbedingungen

Gefriergetrocknetes Pyrotell-T ist relativ hitzestabil und behilt bei Lagerung im Kiihlschrank seine volle Aktivitét bis nach
Ablauf des Verfallsdatums, so wie auf dem Fldschchenetikett angegeben. Das Produkt ist nach Erhalt bei einer Temperatur von
-20 °C bis +8°C zu lagern. Bei Temperaturen unterhalb von -20°C schrumpft der Stopfen zusammen Dadurch geht moglicher-
weise das Vakuum verloren, was zu einer Kontamination von Pyrotell-T fiihrt. Temperaturen tiber 37°C konnen zum schnellen
Verfall des lyophilisierten Pyrotell-T fithren. Dies wird durch einen Empfindlichkeitsverlust und eine ausgeprigte
Gelbfarbung des Produkts angezeigt. Um das Produkt gegen hohe Temperaturen zu schiitzen, wird Pyrotell-T mit
Kiihlpackungen in isolierten Behaltern geliefert.

Rekonstituiertes Pyrotell-T ist gewohnlich klar und leicht opaleszent. Gelegentlich zeigen Chargen eine leichte gleich-
méflige Triibung. Das Vorhandensein von kleinen Fasern oder Strangen deutet nicht auf Kontamination hin und beein-
trachtigt die Aktivitat nicht. Ausflocken oder eine ausgepragte gelbliche Farbe zeigen jedoch eine Kontamination an.

Rekonstituiertes Pyrotell ist weniger stabil als das gefriergetrocknete Produkt; Flaschchen kénnen bis zu 24 Stunden lang
bei 2 bis 8°C aufbewahrt werden. Rekonstituiertes Pyrotell-T kann einmal eingefroren werden. Das Produkt behilt seine
Aktivitat fiir die Dauer von 3 Monaten, wenn es umgehend nach der Rekonstitution eingefroren und bei einer Temperatur von
-20°C oder darunter autbewahrt wird. Nach dem Auftauen gelten die gleichen visuellen Qualitétskriterien wie fiir die erstma-
lige Rekonstitution.

Sammlung und Vorbereitung der Proben

Proben sollten aseptisch in pyrogenfreien Behéltern gesammelt werden. Um die Adsorption von Endotoxin an die
Oberflache des Behilters auf ein Minimum zu reduzieren, werden wiederverwendbare, entpyrogenierte Glaswaren oder ster-
ile, Einweg-Polystyrolbehdlter empfohlen. Nicht alle Plastikbehalter sind frei von nachweisbarem Endotoxin, und eine
extrahierbare Substanz einiger Plastiktypen kann mit dem LAL-Test interferieren. Die Eignung von Laborbehéltnissen kann
wie folgt nachgewiesen werden: nach dem Zufallsprinzip werden Behiltnisse aus einer Charge ausgewdhlt. Diese werden mit
einem kleinen Volumen LRW versehen und eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. AnschlieBend wird diese
Spiillésung als Probe getestet.  Sie sollte signifikant weniger Endotoxin als die niedrigste zu verwendende
Standardkonzentration enthalten. Ferner sollte die Spiillosung den Test weder hemmen noch ihn verstarken, was mit Hilfe
der Wiederfindung einer bekannten Menge hinzugefiigtem Endotoxin nachgewiesen wird.

Der pH-Wert der Reaktionsmischung (4 Volumina Probe bzw. der Verdiinnung der Probe, gemischt mit 1 Volumen von
Pyrotell-T oder ein anderes im Testprotokoll angegebenes Verhiltnis) sollte zwischen 6 und 8 liegen. Den pH-Wert der Probe
mit HCl, NaOH oder einer Pufferlésung (frei von nachweisbarem Endotoxin) einstellen. Konzentriertes HCl oder NaOH mit
LRW so auf eine bestimmte Normalitit verdiinnen, da es bei der Einstellung nicht zu einer signifikanten Verdiinnung der
Testprobe fiihrt. Wenn sich bei der Einstellung des pH-Werts eine Ausflockung in der Probe bildet, die Probe vor der
Einstellung des pH-Werts verdiinnen (dabei die MZV nicht iiberschreiten - siehe "Beschrankungen des Verfahrens").
Alternativ kann Pyrotell-T mit einem geeigneten Puffer von Associates of Cape Cod, Inc. rekonstituiert und der pH-Wert des
Reaktionsgemisches tiberpriift werden. Den pH-Wert von ungepufferter physiologischer Kochsalzlosung oder Wasser nicht
einstellen. Es ist zu beachten, daR allein durch Verdiinnung oft Probleme mit dem pH-Wert gelost werden kénnen.

Substanzen, die Proteine denaturieren, mit Kationen Chelate bilden, Endotoxin binden oder den hydrophoben Zustand
des Endotoxins dndern, konnen mit dem Test interferieren. Interferenzen konnen festgestellt werden, indem signifikant mehr
oder weniger Endotoxin als erwartet wiedergefunden wird, wenn der Probe eine bekannte Menge von Standard-Endotoxin
hinzugefiigt wurde (siehe "Beschrankungen des Verfahrens"). In den meisten Fillen jedoch reduziert die Verdiinnung der
Probe die Konzentration und Aktivitat der interferierenden Substanzen und ergibt giiltige Testergebnisse. Entsprechende
Kontrollen und Verdiinnungsschemata werden unter "Testverfahren" erortert.

Proben sollten méglichst bald nach der Sammlung getestet werden. Es ist ratsam, eine unsterile Probe, die vor dem Test
gelagert oder versandt wird, einzufrieren. Proben, bei denen geringe Konzentrationen von Endotoxin (weniger als 1 EU/mL)
erwartet werden, sollten auf Verlust von Endotoxin wihrend der Lagerung getestet werden.

Testverfahren

Testreagenzien

1. Pyrotell-T (siehe Beschreibung und Rekonstitution weiter oben).

2. LAL-Reagenzwasser (LRW) wird nicht mit Pyrotell-T geliefert und muR separat bestellt werden. Lyophilisiertes Pyrotell-T
muss mit Wasser (oder einem geeigneten Puffer von Associates of Cape Cod, Inc.; siehe unter Punkt 3) rekonstituiert wer-
den, das kein im LAL-Test nachweisbares Endotoxin enthilt. Als Bezugsquelle wird u.a. Associates of Cape Cod, Inc. oder
im Handel erhéltliches USP Sterile Water For Injection (USP steriles Wasser fiir Injektionen) (steriles WFI) ohne
Bacteriostatica oder USP Wasser for Irrigation (USP Wasser zur Spiilung) empfohlen. Jedes dieser Produkte kann verwen-
det werden, wenn nachgewiesen ist, dal es sich als LRW eignet. Der Endotoxin-Grenzwert fiir USP steriles WFI betragt nur
0,25 EU/mL; aus diesem Grund kann steriles WFI nachweisbares Endotoxin enthalten und ist in diesem Fall nicht zum
Gebrauch geeignet.

Um nachzuweisen, dal sich Wasser als LRW eignet, muf es als Probe mit einer positiven Produktkontrolle getestet wer-
den (siehe Punkt 1.c im Abschnitt "Kontrollen"). Als LRW zertifiziertes Wasser wird verwendet, um Pyrotell-T aufzulosen,
Verdiinnungen von Standards herzustellen und die positiven Kontrollen vorzubereiten (siehe l.a und 1.b unter
"Kontrollen"). Mit Hilfe der onset times fiir die Standards wird eine Standardkurve erstellt. Der Korrelationskoeffizient
sollte mindestens 0,980 (absoluter Wert) betragen. Die Endotoxin-Konzentration des zu testenden Wassers kann mit Hilfe
der Extrapolation der Standardkurve unterhalb der niedrigsten Endotoxin-Konzentration geschétzt werden und sollte sig-
nifikant niedriger als die des niedrigsten Standards sein. Zudem sollte sich die Endotoxin-Konzentration der positiven
Produktkontrolle innerhalb von 50%-200% der nominalen Konzentration des hinzugefiigten Endotoxin "Spike" befinden.

3. Puffer, wird nicht mit Pyrotell-T bereitgestellt, er muss falls benétigt separat bestellt werden. Anstelle von LRW kann
Pyrosol Puffer (Cat# BC051 oder BC554) oder Glucashield™ Puffer (Cat# GB051) verwendet werden, um Pyrotell-T zu
rekonstituieren, um bei der Beseitigung von pH-Problemen von Proben oder Stérreaktion bedingt durch die Anwesenheit
von Glukanen behilflich zu sein.

4. Standard-Endotoxin wird nicht mit Pyrotell-T geliefert und muf separat bestellt werden. Control Standard Endotoxin
(CSE)=(Kontroll-Standard-Endotoxin, KSE) von Associates of Cape Cod, Inc., wird fiir die Erstellung von Standardkurven,
die Validierung des Produkts und die Vorbereitung der Inhibitionskontrollen verwendet. Jedes Fldschchen enthélt eine
abgewogene Menge Endotoxin. Der USP Endotoxin-Referenz-Standard ist von der US-Pharmacopeial Convention, Inc.
erhiltlich. Fiir die Rekonstitution und Lagerung von Standard-Endotoxin sind die Anweisungen des Herstellers zu befol-
gen. CSE-Chargen zeigen u. U. unterschiedliche Aktivitat (EU/ng), wenn sie mit verschiedenen Chargen von Pyrotell
getestet werden. Wenn die Aktivitit einer bestimmten Charge von CSE zusammen mit der fraglichen Pyrotell-T-Charge
bestimmt worden ist (1, 2), kann bei Verwendung eines CSE die Endotoxin-Konzentrationen in EU/mL angegeben werden.

Materialien und Geriite (nicht mitgeliefert)

1. Reaktionsrohrchen. Die Typenauswahl hdngt von den Instrumenten ab, mit denen die Triibung gemessen wird.
Reaktionsrohrchen fiir das Pyros Kinetix System haben eine Abmessung von 8 x 75 mm (Cat# TK100), die fiir das LAL-5000
System haben eine Abmessung von 10 x 75 mm (Cat# TB050). Wenn Pyrotell-T in Mikrotiterplatten-Lesegeréten verwen-
det wird, wird die Verwendung von Mikrotiterplatten von Associates of Cape Cod, Inc. empfohlen. Bei diesen handelt es
sich um zertifizierte Platten, die frei von storenden Endotoxinen und Glukanen sind. Falls Mikrotierplatten anderer
Hersteller verwendet werden, ist zu berticksichtigen, dass einige Plastikarten die LAL-Reaktion storen konnen oder
Endotoxin adsorbieren. Die pyrogenfreien Reaktionsrohrchen sind aus Borsilikatglas. Sie konnen von Associates of Cape
Cod, Inc. bezogen werden. Manche Kunststoffmaterialien beeintrachtigen die LAL-Reaktion oder adsorbieren Endotoxin.
Daher sollten Mikro- titerplatten vor dem Gebrauch auf ihre Eignung tiberpriift werden.

2. Optische Lesegerdite. Fiir die kinetisch-turbidimetrische Methode ist ein Gerit mit Inkubationsméglichkeit zu verwenden,
Gerite wie Pyros Kinetix, LAL-5000 zur automatischen Endotoxinbestimmung oder BioTek ELx 808 IU werden empfohlen.
All diese Gerite konnen von Associates of Cape Cod, Inc. bezogen werden.

3. Reagenzglasstinder, mit denen Reaktionsrohrchen gehalten und/oder inkubiert werden kénnen.

4. Pipetten, automatische Pipetten mit Pipettenspitzen oder Mehrfachpipetten mit Spritzenzylinder aus Kunststoff.
Einwegmaterialen frei von storenden Endotoxinen und Glukanen werden empfohlen. Associates of Cape Cod, Inc bietet
die Pyroclear® Linie an. Diese Produkte werden mit einem Zertifikat geliefert, welches bescheinigt, dal die Produkte frei
von stérenden Endotoxinen und Glukanen sind.

5. Vortex.

6. Parafilm "M". Die Seite, die mit dem Papier in Kontakt kommt, ist gew6hnlich pyrogenfrei.

7. Pyrogenfreie Testrohrchen mit ausreichender Kapazitét zur Herstellung von Verdiinnungen von Endotoxin-Standards oder
Testproben. Siehe "Sammlung und Vorbereitung der Proben" fiir weitere Behlter, die fiir Verdiinnungen geeignet sind.

8. HeifSluftofen mit einer Kapazitit von 250°C fiir die Depyrogenisierung von Glaswaren. Allgemein gebrduchliche, minimale
Einstellungen der Zeit und der Temperatur sind: 30 Minuten bei 250°C (3, 12).

Kontrollen

Kontrollen sind erforderlich, um einen giiltigen Test zu gewéhrleisten. Empfohlene Verfahren werden im Detail von FDA
(1, 2) und USP (3) beschrieben.
1. Endotoxin-Kontrollen

a. Endotoxin-Standard-Serie. Fiir jeden Test eine frische Verdiinnungsreihe von der Standard-Endotoxin-Ausgang-
slosung ansetzen. Keine frither angesetzten Verdiinnungen verwenden, es sei denn, die Stabilitdt der vorliegenden
Konzentrationen wurde nachgewiesen. Die Verdiinnungen in geometrischer Reihenfolge ausfiihren (z.B. zweifache,
vierfache oder zehnfache Verdiinnungen), um den geforderten Bereich von Endotoxin-Konzentrationen abzudecken.
Konzentrationen von 1/ 0,5/ 0,25/ 0,125/ 0,0625 und 0,03125 EU/mL werden empfohlen, um die Leistungsfahigkeit von
Pyrotell-T zu bestdtigen. Die niedrigste Endotoxin-Konzentration in jeder Standard-Reihe gilt als Nachweisgrenze
dieses bestimmten Tests und wird als & gekennzeichnet. Um zu dem geforderten Bereich der Standards zu gelangen,
sollten so wenig Verdiinnung wie méglich hergestellt werden. Um die Genauigkeit zu erhdhen, sind bei der Herstellung
der Verdiinnungen angemessene Volumina zu verwenden.

b. Positiv Kontrolle (eine einzelne Standard-Endotoxin-Konzentration) sollte mitgetestet werden, wenn die Standard-
Reihe (siehe a. weiter oben) nicht auf die gleiche Weise angesetzt wurde wie die positiven Produktkontrollen (siehe c.)
Die Endotoxin-Konzentration der Positiv-Kontrolle sollte einem Wert aus der Mitte der Standardkurve entsprechen.
Eine Konzentration von 4\ ist angemessen fiir Standardkurven, die mit 4, 5 oder 6 Zweifach-Verdiinnungen des
Standard-Endotoxins erstellt wurden (z.B. 4A = 0,125 EU/mL in der Standard-Reihe, die in Abschnitt a. angefiihrt ist).
In Situationen bei denen die Verdiinnungstufen gréRer als zweifach sind, sollte die Konzentration der Positivkontrolle
einer Konzentration aus dem mittleren Bereich der Standardkurve entsprechen. Zum Beispiel: Bei Standard-
Konzentrationen von 0,001/ 0,01/ 0,1/ und 1,0 EU/mL ist 0,1 EU/ml eine angemessene Konzentration fiir die Positiv-
Kontrollen. Wenn keine Standard-Reihe im Test mitlduft, muf eine Positiv-Kontrolle enthalten sein, um zu gewahrleis-
ten, dal die Parameter einer fritheren Standardkurve tatsichlich verwendet werden kénnen, um Endotoxin-
Konzentrationen zu berechnen. Einzelheiten hierzu sind der FDA-Richtlinie (1) und "Interim Guidance" (Provisorische
Richtlinie) (2) unter "Routine Testing of Drugs (or Devices) by the LAL Test" (Routine-Testung von Arzneimitteln [oder
Medizinprodukten] mit Hilfe des LAL-Tests) zu entnehmen.

c. Positive Produktkontrollen sind Kontrollen zum Nachweis von Hemmung/Verstirkung und bestehen aus der Probe,
bzw. der Verdiinnung der Probe, mit einem Zusatz von Standard-Endotoxin. Die Konzentration des hinzugefiigten
Endotoxins sollte mit der Konzentration der Positiv-Kontrolle identisch sein. Siehe Abschnitt b. weiter oben fiir die
Wahl der passenden Endotoxin-Konzentration fiir die positive Produktkontrolle. Das hinzugefiigte Endotoxin wird oft
als "Spike" bezeichnet.

2. Negativkontrollen
LRW-Negativ-Kontrollen sollten bei jedem Test enthalten sein.

Vorbereitung der Proben -
Bestimmung der Verdiinnung fiir den Test

Wenn schon zu einem fritheren Zeitpunkt ein Priifplan fiir den zu testenden Probentyp entwickelt wurde, werden die noti-
gen Verdiinnungen fiir die Analyse vorbereitet, und wie beschrieben, mit dem Abschnitt "Durchfithrung des Tests" fortge-
fahren. Wenn es noch keinen Priifplan fiir die Art der vorliegenden Probe gibt, wird eine Verdiinnungsreihe der Probe in
Zehnerschritten vorbereitet. Die maximal zuldssige Verdiinnung (MZV) des Produkts nicht um mehr als einen Faktor von 10
tiberschreiten. (Erlduterungen hierzu und Berechnung der MZV und der minimal zuldssigen Konzentration [MZK] sind dem
Abschnitt "Beschrankungen des Verfahrens" weiter unten bzw. der FDA-Richtlinie zu entnehmen).

Von allen Proben werden geeignete Verdiinnungen hergestellt. Zusitzlich wird fiir jede einzelne Verdiinnung eine positive
Produktkontrolle hergestellt.

Durchfiihrung des Tests

Um zufriedenstellende Ergebnisse zu erhalten, ist eine konsequente Methodik erforderlich. Alle Kontrollen und Proben
sollten (mindestens) in Zweifachbestimmung getestet werden.
1. Die erforderlichen Testgeréte vorbereiten. Bei einem automatisierten System umfaft dies tiblicherweise das Eingeben der

Probenbezeichnungen und das Einstellen der Testparameter fiir die Probe.

2. Es werden angemessene Volumina fiir Probe (Negativ-Kontrolle, Endotoxin-Standard, Produkt oder positive Produkt-
kontrolle) in Testréhrchen oder Mikrotiterplatten gegeben. Im Pyros Kinetix wird fiir ein 1:1-Verhiltnis ein Volumen von

0,1 mL; fiir ein 1:4-Verhiltnis ein Volumen von 0,2 mL verwendet. Im LAL-5000-System wird ein Volumen von 0,4 mL ver-

wendet. Ein angemessenes Volumen fiir die Verwendung von Mikrotiterplatten ist 0,1 mL.

3. Pyrotell-T in der fiir das Verfahren angemessenen Menge hinzufiigen.

a. Bei Methoden mit Einzelr6hrchen oder Kiivetten, kommt es sehr darauf an, daf8 die Reaktionszeiten genau eingehalten
werden. Pyrotell-T wird nacheinander jedem einzelnen Reaktionsréhrchen zugefiigt und ungefihr 2 Sekunden lang
durchmischt. Das Rohrchen zur Bestimmung der optischen Dichte wird in den Inkubator des Spektralphotometers
eingesetzt. Die Menge des zugegebenen Pyrotell-T betragt 0,1 mL fiir das LAL-5000-System; 0,1 mL fiir Mikrotiter-
platten; 0,1 mL fiir das 1:1-Verhéltnis im Pyros Kinetix und den meisten anderen Methoden. Fiir das Pyros Kinetix 1:4
Verhiltnis wenn die Probenmenge 0.4 mL ist, verwenden Sie 0.1 mL LAL. Wenn man eine Probenmenge von 0.2 mL ver-
wendet, ist ein Volumen von 0.05 mL LAL angebracht. Nicht zufriedenstellende Tests lassen sich oftmals auf unzure-
ichendes Mischen zurtickfithren. Pyrotell-T kann am einfachsten mit Hilfe einer automatischen Pipette hinzugefiigt
werden. Es wird empfohlen, fiir jedes Eintauchen in das Pyrotell-T-Flaschchen eine frische Pipette bzw. Pipettenspitze
zu verwenden. Andere Volumina von Pyrotell-T sind u.U. fiir andere Priifplane angebracht.

b. Bei einer Mikrotiterplatte wird Pyrotell-T schnellstméglich allen Proben zugefiigt und 5 bis 30 Sekunden gemischt. Die
Mikrotiterplatte wird in ein Mikrotiterlesegerdt mit Inkubator gestellt.

4. Das/Die Reaktionsrohrchen wihrend der Inkubation nicht erschiittern! Der Labortisch, auf dem das Spektralphotometer
steht, sollte keinen tibermaRigen Erschiitterungen ausgesetzt sein.

5. Den Test ablesen. Der Test sollte solange laufen, bis alle Proben eine signifikant lingere Zeitspanne inkubiert worden sind
als notig ist, um in der niedrigsten Standard-Endotoxin-Konzentration die onset OD zu erreichen. Bei automatisierten

Testsystemen wird der Test normalerweise nach einer zuvor festgelegten Zeitspanne beendet.

Ergebnisse

—

Vorlidufige Berechnungen.
Es wird die Zeit bestimmt, in der die Proben eine bestimmte Schwelle der optischen Dichte erreicht haben (iiblicherweise
0,02 OD-Einheiten in einem "tube reader"; 0,03-0,1 OD-Einheiten fiir Mikrotiterplatten-Lesegerite) und alle erforder-
lichen Datenkorrekturen vorgenommen wurden. MeBwerte der optischen Dichte miissen relativ zu einem anfénglichen
MeRBwert sein, der als 0 Wert fiir die OD-Einheiten gilt. Dieser Schritt wird vom Softwareprogramm durchgefiihrt. Die
Zeitspanne bis zur Erreichung des OD-Werts wird Onset time genannt.
2. Eine Standardkurve erstellen.
Eine Standardkurve mit der Regression der Log-Onset time gegen die Log-Endotoxin-Konzentration fiir die Standards
erstellen. Dieser Schritt wird von der Software vorgenommen. Die Standardkurve wird durch die Gleichung fiir die
Regressionslinie beschrieben.
3. Die Endotoxin-Konzentrationen berechnen.
Die Endotoxin-Konzentrationen aller Proben (einschlieflich der Standards und Kontrollen) mit Hilfe der Gleichung fiir
eine gerade Linie berechnen:
Y=aX+b
wobei:
Y =Log-Onset time
X = Log-Endotoxin-Konzentration
a = Steigung der Geraden
b =derY-Achsen-Abschnitt bis zum Schnittpunkt.
Diese Berechnung wird vom Software-Programm durchgefiihrt.

Interpretation

1. Damit ein Test giiltig ist, sollte die Endotoxin-Konzentration der Negativ-Kontrollen (durch Extrapolation der
Standardkurve geschitzt) signifikant geringer sein als die der niedrigsten Standard-Konzentration.

2. Wenn eine Standardkurve im Test mitlduft, sollte der absolute Wert des Korrelationskoeffizienten groRer oder gleich 0,980
sein.

3. Der Mittelwert der gemessenen Endotoxin-Konzentrationen von Positiv-Kontrollen muf} innerhalb 25% der nominalen
Konzentration liegen. Wenn also die Positiv-Kontrolle 0,125 EU/mL enthélt, muf8 die Konzentration zwischen 0,09375 und
0,15625 EU/mL gemessen werden.

4. Der mittlere Bereich der onset times fiir die Standardkurve wird ermittelt. Wenn z.B. die onset times bei der
Doppelbestimmung der héchsten Standard-Endotoxin-Konzentration 1079 und 1087 Sekunden und die der niedrigsten
Konzentration 1954 und 1968 betragen, dann liegt der mittlere Bereich der onset times zwischen 1083 und 1961. Nur
Proben, deren onset times in diesem mittleren Bereich auf der Standardkurve liegen, kénnen auf ihren Endotoxingehalt
hin getestet werden.

Ein giiltiges Testergebnis kann beispielsweise fiir eine unbekannte Probe angegeben werden, deren onset times bei
1949 und 1965 liegen (Mittelwert = 1957), obwohl einer der Einzelwerte auBerhalb des genannten Bereiches auf der
Standardkurve liegt.

5. Um zu demostrieren, daB die Probe nicht signifikant mir der LAL/Endotoxin Reaktion reagiert, mufl die gegebene
Konzentration an zugesetztem Endotoxin ("spike") der Produkt-Positive-Kontrolle zwischen 50-200% wiedergefunden
werden. Bevor bestimmt wird, ob der Spike in diesen Grenzen wiedergefunden wurde, ist die gemessene Endotoxin-
konzentration von der Probe (ohne Spike) abzuziehen. Zum Beispiel: Ist eine Probe frei von signifikanten Storungen, sollte
die gemessene Endotoxinkonzentration in einer Produkt-Postiv-Kontrolle von 0,125 EU/mL (nach Abzug jeglichen
Endotoxins der Probe ohne Spike) im Bereich von 0,0625-0,25 EU/mL (50 bis 200% von 0,125 EU/mL) liegen. Ist das
gemessene Endotoxin der Probe ohne Spike 0,028 EU/mL und in der Positiv-Produkt-Kontrolle 0,163 EU/mL, so ist das
resultierende Endotoxin des Spikes 0,163 - 0,028 = 0,135 EU/mL. Dies ist innerhalb des Bereiches. Unter der Voraussetzung
das die anderen Anforderungen an den Test ebenfalls erfiillt werden, ist der Test fiir diese Probe giiltig.



