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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objeto la validacion de la prueba de
endotoxinas bacterianas por el método gel — clot utilizando el producto
Furosemida (20 mg) solucion inyectable.

La muestra fue puntual ya que se trabajé con muestras producidas por un
laboratorio nacional certificado, se utilizaron los lineamientos de la Guia de
Validacion de dicho método referidos por la FDA y la metodologia oficial de la
prueba de endotoxinas bacterianas dada por la Farmacopea de los Estados
Unidos, edicion 32; los ensayos fueron realizados en las instalaciones de dicho
laboratorio nacional.

Se elabor6 el protocolo de validacion, documento que incluyé
responsabilidades, método, instrumentos, criterios de aceptacion, recoleccion
de datos y manejo de célculos, necesarios para el desarrollo de los ensayos.
Ademas se realizaron ensayos de verificacion de sensibilidad del reactivo LAL a
emplear durante todo el proceso de validacion, realizados por cada uno de tres
analistas empleando un solo lote de Control Estdndar de Endotoxina y Reactivo
LAL de compatibilidad demostrada.

Se realiz6 también la prueba de factores de interferencia con tres lotes
diferentes de producto ejecutando tres ensayos por lote: uno por cada analista.
Comprobandose que las muestras analizadas no presentan ningun factor que
pueda inducir o bien inhibir la formacion de los coagulos si hubiese o no
presencia de endotoxinas en la muestra.

Posterior a esto se les realizé la prueba de limite de coagulacion con la que se
determino que las muestras no presentan mas de 0.125 unidades endotoxinas
bacterianas por mL de Furosemida.

Ademas se elabor6 un informe y certificado de validacion en el que se plasmo
segun los resultados obtenidos que la metodologia empleada queda validada,

por lo que se recomienda la aplicacion de procesos de validacion de métodos



dentro de la industria farmacéutica y como parte de la formacion estudiantil de
la facultas de Quimica y Farmacia.
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1.0 INTRODUCCION

En la industria de medicamentos parenterales el control de materia prima,
materiales y equipos, utilizados en la produccion de medicamentos inyectables
es de gran importancia ya que estos deben estar libres de microorganismos,
especialmente de las bacterias Gramnegativas que liberan como producto de su
metabolismo las endotoxinas, responsables de producir una respuesta febril en
el organismo y en algunos casos pudiendo causar la muerte cuando son
administrados por via intravenosa, convirtiéndose en un peligro para el
hombre.(q)

La determinacion de endotoxinas por medio del método Gel Clot en el cual se
utiliza el lisado de amebocitos de Limulus polyphemus (LAL) (derivadas del
lipopolisacarido LPS de las bacterias Gramnegativas), estd basado en la
aglutinacion de extractos de amebocito de sangre de Limulus Polyphemus.
Principal ensayo en el control de calidad de la fabricacién de inyectables, el cual
requiere la aplicaciébn de una técnica estandarizada para el analisis de los
dichos productos.

Por lo que en el presente trabajo de graduacion se desarrollé la validaciéon del
ensayo de Endotoxinas bacterianas por el método de gel - clot utilizando
inyectables de Furosemida (20 mg) en las instalaciones de un laboratorio
nacional certificado, utilizando la metodologia analitica que provee Ila

farmacopea de los estados unidos en su edicibn 32 ya que establece los
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pardmetros que todo laboratorio productor de medicamentos utiliza para
asegurar que sus productos sean de calidad, ademas de incluir los parametros

de validacion referidos por la FDA para dicha prueba en su guia de validacion.

Una de las maneras de lograr la calidad es contar con metodologias validadas;
de manera que se demostré6 que los procedimientos analiticos utilizados en
dicho laboratorio son aptos para el uso indicado a través de la realizacién de los
ensayos de verificacion de la sensibilidad del reactivo empleado, la prueba de
factores de interferencia y la prueba de limite de coagulacion como parametros
de validacion.

De esta manera la aplicacién de metodologias validadas es de gran importancia
en los laboratorios farmacéuticos durante la elaboracién de productos
inyectables por la rigurosidad que implica su produccién y aun mas por los

resultados terapéuticos posteriores a su administracion.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Validar la prueba de endotoxina bacteriana (LAL) por el método Gel-

Clot utilizando el producto Furosemida (20 mg) inyectable.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Desarrollar el protocolo de validacion para la prueba de
endotoxina bacteriana por el método Gel — Clot del producto

Furosemida (20mg) inyectable.

Realizar los ensayos sensibilidad, inhibicién / realce y prueba
limite bajo la metodologia oficial de la USP 32 y los lineamientos
de validacion del método dados por la FDA en las instalaciones un
laboratorio nacional certificado.

Interpretar y analizar los resultados obtenidos para validar la
prueba de endotoxina bacteriana por el método Gel — Clot para el
producto Furosemida (20 mg) inyectable.

Elaborar el informe y certificado de validacion
documentacion final que certifigue el proceso de validacion del

método LAL para el producto Furosemida (20 mg) inyectable.

Entregar tres recopilaciones del proceso de validacion ejecutado a
las cétedras de Control de Calidad de Productos Farmacéuticos

(humanos y veterinarios) | y Microbiologia Aplicada |l



respectivamente para que contribuya a la formacion académica
de los estudiantes de la facultad de Quimica y Farmacia en el

tema de validacion de métodos analiticos microbiolégico.
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3.0MARCO TEORICO

3.1 INYECTABLES

El término parenteral hace referencia a la via de administracion de los
farmacos. Atravesando una o mas capas de la piel o de las membranas
mucosas usando la gravedad o la fuerza mediante una inyeccion. La via
parenteral es diariamente empleada en atencidon primaria en multitud de
situaciones.

Los articulos parenterales estan preparados escrupulosamente por métodos
disefiados para asegurar que cumplan los requerimientos farmacopéicos para
la esterilidad y pirdgenos principalmente, entre otros. Una inyeccion es una
preparacién intencionada para la administracién parenteral y/o para reconstituir

o diluir antes de su administracion. (13)

3.1.1 Produccion de Productos Inyectables (17)
El proceso de manufactura de productos parenterales de manera general
comprende varias etapas, a continuacion se presentan y se describen

brevemente. (Ver anexo N°1)

- Lavado de ampollas:

Las ampollas abiertas y no estériles se lavan con agua destilada aprobada por
control de calidad, a temperatura de 50 a 70° C que pasan por un filtro de 3
micras. Esto con el fin de eliminar residuos y particulas.

Las ampollas limpias se trasladan al horno de despirogenizacion en una cabina

de flujo laminar de transporte.
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- Esterilizacion:

Después del lavado, las ampollas se colocan en recipientes de acero inoxidable
y se someten a esterilizacion por calor seco a 250° C por 2 horas en un horno
de esclusa que permite el ingreso de las ampollas sin esterilizar por una puerta
y el retiro de las mismas una vez esterilizadas por la puerta que da al area de

envasado.

- Manufactura:

De forma paralela a las operaciones de lavado y esterilizacion de las ampollas
se fabrica la solucion inyectable a granel en un ambiente no estéril (Clase 100,
000) en un tanque, mezclando las materias primas de la formulacién: principios
activos, agua libre de endotoxinas y excipientes segun el procedimiento
respectivo.

- Filtracion:

Proceso realizado bajo una cabina de flujo laminar (Area Clase 100)

Terminada y analizada la solucion a granel, se esteriliza por el método de
filtracion a través de una membrana de 0.2 micras, que garantiza que todas las
bacterias presentes queden retenidas en el filtro. Esta membrana tiene una
presion de punto de burbuja de 50 psi.

Antes de la filtracion se realiza la prueba del punto de burbuja para asegurar
gue la membrana se encuentra integra. En esta prueba se presuriza el sistema
de filtracion hasta aproximadamente 40 psi y luego lentamente se incrementa la
presion hasta 50 psi observandose una rapida y continua corriente de burbujas
cuando alcanza la presion indicada, se debe mantener no menos de 10
segundos y no debe observarse pérdida de presién lo que garantiza que no

hayan orificios. Esta prueba se hace al inicio y al final de la filtracion para
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asegurar que la membrana se mantuvo en las mismas condiciones durante todo

el proceso.

- Envasado y Sellado:
Se realiza en el area estéril, se retiran cuidadosamente los recipientes del horno
y se colocan en la zona de envasado. Con las ampollas estériles y la soluciéon

estéril y se procede a envasar en una maquina en tres fases:

1: Inyeccion de la solucion en las ampollas.
2: Inyeccion de nitrégeno en las ampollas.

3: Cierre o sellado de las ampollas con calor (llama de gas y oxigeno).

Antes de ingresar al area estéril, el operario debe verificar que la alimentacion
de gases sea conforme e ingresa con mameluco estéril. El operario debe
cumplir pautas de comportamiento que minimicen el riesgo de contaminacion
dadas por las buenas practicas de manufactura (BPM). El envasado se lleva a
cabo en el area estéril (Area clase 100) y bajo flujo laminar. La temperatura se
mantiene en 21° C + 2 ° C y la humedad relativa en 45 + 5%. El aire que
ingresa pasa por filtros absolutos con filtro terminal tipo HEPA de 99,97% de
eficiencia con retencion de particulas de hasta 0,5 micras de diametro. La
renovacion del aire del &rea no es menos de 20 cambios por hora con presién

positiva mayor de 0,05 pulgadas de agua.

- Prueba de hermeticidad:
Las ampollas se someten a esta prueba para detectar posibles fugas o defectos

de cierre imperceptibles al ojo humano. Se realiza al 100% de las ampollas
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envasadas para verificar que el cierre sea hermético. Se emplea azul de
metileno al 0,1% en el cual se sumergen las ampollas sometiéndose a vacio
controlado, para que las ampollas que pudiesen presentar fugas se coloreen

internamente.

- Inspeccion de particulas extrafias:

Personal capacitado revisa el total de ampollas separando aquellas que
presentan particulas extrafias insolubles, moviles diferentes a burbujas de gas
involuntariamente presentes. Esta inspeccion se realiza en una pantalla que
consta de paneles de contraste iluminados: un panel negro mate (sin brillo), otro
panel blanco mate y un portalampara fijo.

El personal del area de revision de ampollas pasa anualmente por un examen
de aptitud visual. Se pueden encontrar defectos como residuos de vidrio, puntos
negros, ampollas quemadas, con falla de impresién, pelusas, volumen bajo,

falla de cierre, entre otros.

- Empaque:
Las ampollas que pasan la inspeccion visual son acondicionadas en sus
empaques secundarios y son llevados al almacén en calidad de cuarentena

hasta su liberacion y futura distribucion.

3.1.2 Calidad de los productos farmacéuticos.
La calidad de un producto puede definirse como la capacidad del producto para
satisfacer las necesidades para las que ha sido creado. El control de calidad es

un conjunto de actividades que aseguran que el producto cumple con las
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caracteristicas requeridas en grado aceptable de conformidad con los limites
establecidos.

Asi la calidad de los productos farmacéuticos esta garantizada por la
implementacion de las buenas practicas de manufactura durante todo el
proceso productivo mas que por el andlisis del producto terminado. Siendo las
BPM el conjunto de normas y procedimientos relacionados entre si destinados a
garantizar que los productos farmacéuticos tengan y mantengan la identidad,
pureza, concentracion, potencia e inocuidad requeridas durante su periodo de
vida util. @7

En la Industria farmacéutica, el Area de Control de Calidad se encarga de
verificar que el producto cumple con las especificaciones, iniciando su funcién
desde el andlisis de las materias primas, sigue durante las etapas de
fabricacion y finaliza con los controles al producto terminado. Asegura también
la calidad de los materiales, reactivos y equipos que intervienen en el proceso
analitico llevando en paralelo el control de la documentacion.

El control de calidad puede comprender diversas areas como la de Control

Fisicoquimico y Control Microbioldgico entre otras.

3.1.3 Control Microbiolégico en la produccién de inyectables:

La calidad microbiolégica de todo producto farmacéutico se ve influenciada por
el medio ambiente en el que se fabrica y por los materiales utilizados en su
férmula; su carga bacteriana representa la sumatoria de la carga inicial de las
materias primas, equipos, ambiente, operadores y envases utilizados en su
fabricacion.

El control microbiolégico debe verificar que cada una de estas variables cumpla
las especificaciones, debe confirmar que los procesos se estan realizando de

acuerdo a lo establecido, asi nos da la seguridad de que las condiciones
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ambientales y personales son adecuadas, dando como resultado un producto
de buena calidad que cumplir4 su objetivo.

La manufactura de productos parenterales requiere un control microbiolégico
estricto que involucra diferentes procesos de los que se mencionan algunos a

continuacion:

Control Ambiental:

Es la evaluacion microbiolégica de los ambientes de produccién que evalta el
proceso de limpieza y sanitizacion, asi como el correcto comportamiento del
personal indicando que el area esta bajo control. En algunos casos se realiza
diariamente aunque no estén en operatividad como en el caso de las areas
estériles.

La USP 27 acoge la Norma Federal Estdndar 209E (11) que indica el disefio y la
construccion de ambientes controlados y ambientes limpios basandose en los
limites de particulas de tamafio mayor o igual a 0,5 micras. La industria
farmacéutica adopta esta norma desde los valores de la clasificacion M 3,5
hacia delante segun Tabla N°1.

El criterio de namero de particulas individuales por volumen de aire es el
siguiente:
Clase 100: el conteo de particulas no es mayor de 100/ pie cubico de aire

de un tamafo mayor o igual a 0.5 micras.

Clase 10,000: el conteo de particulas no es mayor de 10,000/ pie cubico
de aire de un tamafio mayor o igual a 0.5 micras y no mas de 70 mayores 0

iguales a 5.0 micras.
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Clase 100,000: el conteo de particulas no es mayor de 100,000/ pie
cubico de aire de un tamafio mayor o igual a 0.5 micras y no méas de 700
particulas mayores o iguales de 5.0 micras.

Asi se define area estéril como el area limpia que cumple con los requisitos de
aire clase 100; siendo el area limpia el area en la que puede ser debidamente

controlado el numero de particulas, gérmenes, humedad y temperatura. (11)

Tabla N° 1: clasificacion de ambientes por tamafio de particula.

Nombre de Particulas mayores o iguales a 0.5 ym
la clase 3 —3
U.S Customary cm Pie
M1 _ 10.0 0.283
M1.5 1 35.3 1.00
M2 _ 100 2.80
M2.5 10 353 10.00
M3 _ 1,000 28.30
M3.5 100 3,530 100
M4 _ 10,000 183
M4.5 1000 35,300 1,000
M5 _ 100,000 2,830
M5.5 10,000 353,000 10,000
M6 _ 1,000,000 28,300
M6.5 100,000 3,530,000 100,000
M7 _ 10,000,000 283,000
Adaptado de norma Federal Estandar 209E, septiembre 11, 1992. “Airbone Particulate
Cleanliness Clases in Clean Rooms and Clean Zones”

Nota: Se resaltan los valores a los que se adapta la industria farmacéutica.
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- Control de Indumentaria:

La principal fuente de contaminacion en los ambientes controlados son los
operarios y el area de microbiologia debe verificar que el personal y su
indumentaria estén cumpliendo las especificaciones con muestreos periodicos
aleatorios segun procedimiento.

El uniforme corresponde a la indumentaria que el personal utiliza en las areas
de trabajo, estos pueden contribuir con particulas viables y no viables en el
ambiente. Se evallan los uniformes del personal que labora en las areas de
manufactura y area estéril (filtracién y envasado) con la finalidad de verificar
gue ofrezcan las condiciones apropiadas de asepsia.

El personal que trabaja en el area estéril debe vestir correctamente un
mameluco estéril que no desprenda fibra ni particulas evitando que ingrese

contaminacion.

- Control de Superficies:

El control de superficies permite evaluar que los equipos e infraestructura de
las areas cumplen con las especificaciones establecidas y minimizan los riesgos
de contaminacion microbiana por contacto con el producto. La superficie a
muestrear es toda zona expuesta que esta en contacto o sobre el cual se
manipulan los productos farmacéuticos: mesas, equipos, etc. El control se
realiza con el hisopado de paredes, pisos, mesas, partes de maquina, ropa, etc.
Las areas de las placas de contacto varian de 24 a 30cm?, cuando se hisope, el

area muestreada debe ser mayor o igual a 24cm? pero no mayor de 30cm?,

- Control de Esterilizaciones:
Todos los materiales, equipos, uniformes, etc. empleados en la fabricacion de

inyectables deben ser esterilizados antes del uso.
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Dicha esterilizacion puede llevarse a cabo por 2 métodos: por calor himedo y
por calor seco.

- Por calor himedo; Autoclavado
El autoclavado emplea vapor saturado a presion y temperatura regulada
durante un tiempo determinado, suficiente para eliminar los microorganismos y
dejar a los productos sometidos a este proceso en calidad de estériles.
El control se realiza empleando un bioindicador para verificar la idoneidad del
proceso. El bioindicador es una ampolla conteniendo esporas de Bacillus
stearothermophyllus ATCC. En un correcto proceso de autoclavado a 121° C x
75 minutos a 1 atmdsfera de presion, las esporas experimentan destruccion
total, pero a temperaturas mas bajas o un tiempo menor pueden sobrevivir
parcialmente.
Estas ampollas se colocan junto con la carga normal a autoclavar también
establecida en la validacion y luego se incuban a 60 + 2° C durante 48 horas.
El area de Microbiologia evalla los resultados del bioindicador. Adicionalmente
se emplean cintas indicadoras que tienen la propiedad de cambiar de color

después del proceso.

- Por calor seco:
Se lleva a cabo en un horno calificado al que se le han determinado los puntos
mas frios.
La esterilizacion se realiza a 170° C x 3 horas y la despirogenizacién a 250° C

X 2 horas segun calificacion.

-- Esterilizacion y Despirogenizacion por calor seco:
Esterilizacidon es el proceso por el cual se destruye totalmente las formas vivas

(Microorganismos, hongos y levaduras) aplicando calor a altas temperaturas.
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Despirogenizacién es el proceso de destruccion de pirégenos por medio del
calor a temperaturas mucho mas elevadas. La correcta esterilizacion y
despirogenizacion por calor seco es revisada en las cartillas circulares
graficadoras del proceso que son verificados por microbiologia y se corrobora
con la prueba de esterilidad de ampollas vacias.

Este control es importante para verificar las condiciones de esterilidad de las
ampollas de vidrio vacias empleadas en el envasado de inyectables y es una

prueba de apoyo a la validacion de llenado aséptico.

- Control de Flujos Laminares:

Segun la frecuencia indicada en el procedimiento y durante la calificacion de
ambientes, se muestrean los flujos laminares tanto de microbiologia como de
las areas de produccion para evaluar el recuento de particulas viables que
garanticen el buen estado de los filtros de la cabina, en paralelo se cuantifican

las particulas no viables para tener un resultado global.

3.1.4 Control de calidad de producto terminado

El control de calidad de los productos inyectables incluye pruebas
fisicoquimicas, deteccion de particulas extrafias, defectos de sellado, volumen
de llenado y otras que se especifican en los libros oficiales; entre los principales
ensayos para la forma farmacéutica de inyectables se encuentran el ensayo
de esterilidad y la prueba de endotoxina bacteriana que se desarrolla con

detalle posteriormente en este documento.

La prueba de esterilidad (200 se emplea para verificar la ausencia de
contaminacion por microorganismos en productos esterilizados o preparados

asépticamente. Durante el desarrollo del ensayo, el area de trabajo no debe
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estar expuesta a la luz ultravioleta directa ni sometida a otros agentes
esterilizantes. Deben realizarse monitoreos microbiologicos del &rea durante los
ensayos.

La ausencia de contaminacion microbiana, evidenciada por este procedimiento,
confirma que el producto cumple con los requisitos del ensayo aunque el mismo
no es suficiente para suponer la total esterilidad del lote ensayado, dadas las

limitaciones inherentes a la estadistica del muestreo.

Como medios de cultivo se utilizan el medio y el caldo Tioglicolato asi como el
caldo digerido de Caseina — Soja, a los cuales se les debe verificar la esterilidad
de cada lote incubando una porcion del lote a la temperatura especificada
durante 7 dias e incubando un recipiente con medio no inoculado como control
negativo ademas del ensayo de promocion de crecimiento para determinar su
capacidad de promover el crecimiento microbiano a través de la inoculacién, por
duplicado, en envases separados de cada medio, con menos de 100
microorganismos viables de cada una de las cepas adecuadas e incubando en
las condiciones especificadas.

Los medios de cultivo son aceptables si existen evidencias de crecimiento en
todos los envases inoculados dentro de los 5 dias de incubacion. Los ensayos
pueden ser llevados a cabo simultdneamente con los ensayos de esterilidad. El
ensayo de esterilidad no es valido si el medio de cultivo presenta una respuesta

inapropiada al crecimiento microbiano.

Antes de efectuar un ensayo de esterilidad de un producto dado, se determinara
el nivel de actividad bacteriostatica y fungistatica del mismo a través de los
procedimientos que se describen a continuacion.

Estos procedimientos se efectian al menos cada vez que se cambia alguna

condicion del ensayo o la composicion del producto.
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- Método de filtracion por membrana

Filtrar la cantidad de muestra a emplear para realizar el ensayo de esterilidad.
Lavar la membrana, si fuera necesario, con tres porciones de 100 ml de la
Solucion de lavado y dilucion apropiada, inoculando el lavado final con menos
de 100 ufc. Repetir el lavado en otro filtro en el que no hubo pasaje de muestra
(Control positivo). Colocar la membrana o la mitad de la membrana en 100 ml
del medio de cultivo especificado o agregar el medio especificado al embudo
gue contiene la membrana. Repetir el procedimiento para los microorganismos
y los medios especificados en la farmacopea e incubar los envases a la
temperatura apropiada y bajo las condiciones sefaladas, por un periodo no

menor a 7 dias.

Si el crecimiento de los microorganismos en la mezcla de producto y medio de
cultivo fuera visualmente comparable al observado en los frascos del control
positivo, se debe emplear la misma cantidad de producto y de medio de cultivo
cuando se realice el ensayo de esterilidad.

Si el desarrollo microbiano del medio de cultivo con producto no es visualmente
comparable al observado en el control positivo, el producto posee propiedades
bacteriostaticas y/o fungistaticas. Repetir aumentando el numero de lavados,
cambiando el tipo de membrana, o empleando un agente neutralizante. Si no se
logré neutralizar el residuo antimicrobiano de la membrana aun con 5 lavados

de 500 ml cada uno, proceder con el ensayo de esterilidad.

- Método de transferencia directa
Inocular dos recipientes de cada medio de cultivo con menos de 100 ufc de los
microorganismos especificados en la farmacopea, empleando los volimenes de

cada medio especificado. Agregar la cantidad de muestra especificada a uno de
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los recipientes. El otro sera el control positivo. Repetir el procedimiento para
cada cepa e incubar durante no mas de 7 dias.

Si el crecimiento de los microorganismos en la mezcla de producto y medio de
cultivo fuera visualmente comparable al observado en los frascos de control
positivo, se emplea la misma cantidad de producto y de medio de cultivo
cuando se efectla el ensayo de esterilidad.

Si el desarrollo microbiano del medio de cultivo con producto no es visualmente
comparable al observado en el control positivo, el producto posee propiedades
bacteriostaticas y/o fungistaticas. Repetir el ensayo empleando agentes
neutralizantes estériles, como polisorbato 80, lecitina o penicilinasa, o
incrementar el volumen de medio. Emplear la menor cantidad de volumen de
medio para no afectar el crecimiento de microorganismos en presencia del
producto a ensayar. Si se incrementé el volumen del medio para no afectar el
crecimiento de microorganismos en presencia del producto a ensayar. Si se
incrementd el volumen del medio a 2 litros y adn posee propiedades

antimicrobianas, proceder con el ensayo de esterilidad.

3.2 FUROSEMIDA, INYECCION.

3.2.1 Monografia oficial USP 32

La inyeccion de Furosemida es una solucion estéril de Furosemida en agua
para inyeccion preparada con la ayuda de Hidroxido de Sodio, o si esta
destinada exclusivamente al uso veterinario, con la ayuda de Dietanolamina o
Monoetanolamina. Contiene no menos de 90,0 por ciento y no mas de 110,0

por ciento de la cantidad declarada de Furosemida (C12H11CIN2O,S).
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Figura N°1 Formula estructural de Furosemida

Envasado y almacenamiento—Conservar en envases monodosis o multidosis

de vidrio tipo I, resistentes a la luz.

Etiquetado—La etiqueta debe indicar si la inyeccion esta destinada

exclusivamente al uso veterinario.

Estandares de referencia USP <11>--ER Endotoxinas USP. ER Furosemida
USP. ER Compuesto Relacionado A de Furosemida USP. ER Compuesto

Relacionado B de Furosemida USP.

Identificacion—Transferir a un matraz volumétrico de 100 mL un volumen de
inyeccion que equivalga aproximadamente a 40 mg de Furosemida, diluir a
volumen con agua y mezclar. Diluir a volumen 2,0 mL de esta soluciéon con
hidroxido de sodio 0,02 N en un segundo matraz volumétrico de 100 mL y
mezclar. Disolver aproximadamente 10 mg de ER Furosemida USP en 6,0 mL
de hidroxido de sodio 0,1 N en un matraz volumétrico de 25 mL y diluir a
volumen con agua. Diluir cuantitativamente 2,0 mL de la solucion resultante con
hidroxido de sodio 0,02 N para obtener una solucidbn estandar de una

concentracion aproximada de 8 ug por mL. Determinar concominantemente el
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espectro de absorcion UV de ambas soluciones: los espectros de absorcion UV

asi obtenidos presentan maximos y minimos a las mismas longitudes de onda.

Endotoxinas bacterianas <85>—No contiene mas de 3,6 Unidades USP de

Endotoxinas por mg de Furosemida.

pH <791> — Entre 8,0 y 9,3 o, cuando la etiqueta indica que el producto esta
destinado exclusivamente al uso veterinario, entre 7,0 y 7,8 si contiene

Dietanolamina, o entre 8,0 y 9,3 si contiene Monoetanolamina.

Particulas <788> — Cumple con los requisitos para inyecciones de pequefio

volumen.

Limite de compuesto relacionado B de Furosemida—NOTA—proteger las
soluciones de Furosemida de la exposiciéon de la luz

[Fase movil, solucién de dilucién, solucion de aptitud del sistema y sistema
cromatografico—preparar segun se indica para la prueba de compuestos

relacionados en Furosemida.]

Solucién estandar—preparar una solucion en la Solucion de dilucién que
contenga 10,0 ug de ER compuesto relacionado B de Furosemida USP por mL.
Solucién de prueba—transferir a un matraz volumétrico de 10 mL un
volumen de inyeccién, medido con exactitud, que equivalga aproximadamente a

10 m de Furosemida, agregar Solucion de dilucién a volumen y mezclar

Procedimiento—inyectar por separado en el cromatografo volimenes
iguales (aproximadamente 20 uL)) de la solucién estandar y de la solucién de
prueba, registrar los cromatogramas y medir las respuestas de los picos. La

respuesta a 254 nm obtenida para cualquier pico observado en el
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cromatograma de la solucion de prueba con un tiempo de retencion
correspondiente al del Estandar de Referencia en la solucién estandar no es
mayor que la respuesta a 254 nm obtenida para el pico en el cromatograma de
la solucién estandar, correspondiendo a no mas de 1,0 % del compuesto
relacionado B de la Furosemida. Cuando la etiqueta indica que la inyeccion esta
destinada exclusivamente al uso veterinario, la respuesta a un tiempo de
retencion correspondiente al del Estandar de Referencia de la solucion
estandar, no supera en mas de 2,5 veces la respuesta a 254 nm obtenida para
el pico en el cromatograma de la solucién estandar, correspondiendo a no mas

de 2,5 % del compuesto relacionado B de la Furosemida.

Otros requisitos—cumple con los requisitos en Inyectables <1>.

Valoracion— [NOTA—proteger las soluciones de Furosemida de la exposicion a
la luz.]

Fase movil, solucion de dilucién, solucion de aptitud del sistema y sistema
cromatografico—preparar segun se indica para la prueba de compuestos
relacionados en Furosemida.

Preparacion estandar—disolver una cantidad de ER Furosemida USP,
pesada con exactitud, en la Solucion de dilucion para obtener una solucion con
una concentracion conocida de aproximadamente 1,0 mg por mL, agregar
solucion de dilucion a volumen y mezclar.

Procedimiento—inyectar por separado en el cromatografo volimenes
iguales (aproximadamente 20 pL) de la preparacion estandar y la preparacion
de valoracion, registrar los cromatogramas y medir la respuestas
correspondientes a los picos. Empleando la respuesta a 254 nm, calcular la
cantidad, en mg, de Furosemida (C;2H1;CIN,OsS) por mL de la inyeccién
tomado, por la formula:

10(CIV)(rulrs)
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En donde C es la concentracion, en mg por mL, de ER Furosemida USP en la
preparacion estandar; V es el volumen, en mL, de inyeccién tomado; y r, y rs
son las respuestas de los picos obtenidas con la preparacion de valoracion y la

preparacion estandar respectivamente.

3.2.2 Informacion farmacologica (23)

3.2.2.1 Forma farmacéutica: Solucion inyectable (IM-1V)

3.2.2.2 Datos clinicos:

Indicaciones terapéuticas
- Hipertensién acompafiada de una afectacion visceral que ponga en peligro el
pronéstico vital a muy corto plazo (emergencia hipertensiva), en particular en
caso de:
- encefalopatia hipertensiva,
- descompensacion ventricular izquierda con edema pulmonar.
- Urgencias cardiologicas: edema pulmonar agudo, asistolia.
- Retencion de sodio grave de origen cardiaco, renal, cirrético.
- Radiologia de las vias urinarias bajas y prueba de lavado ("wash out") con
furosemida.

- Puede utilizarse en reanimacion pediatrica.

3.2.2.3 Posologia y forma de administracion

En el tratamiento de la emergencia hipertensiva, la dosis debera adaptarse de
modo que la reduccion de la presion arterial no supere el 25% del nivel inicial
durante la hora posterior al inicio del tratamiento inyectable; de hecho, una
caida demasiado brusca de la presion puede permitir una isquemia miocardica,

cerebral o renal.
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Adultos

Via parenteral: De 2 a 3 ampollas diarias por via I.V. lenta o por via I.M.:

- Para tratar un edema pulmonar agudo, es posible volver a administrar la
inyeccion en caso de un resultado insatisfactorio.

- Es posible efectuar una nueva administracion por via oral en cualquier
momento del tratamiento 3 horas después de una inyeccion de Furosemida.
Nifios

Via IV: 0,5 a 1 mg/kg diarios.

3.2.2.4 Propiedades farmacoldgicas

- Propiedades farmacodinamicas
Diurético de Asa. Cddigo del Sistema de Clasificacion Anatémica, Terapéutica,
Quimica (ATC): CO3CA01

- Accion diurética natriurética:

A las dosis terapéuticas habituales, la furosemida actta principalmente al nivel
de la rama ascendente del asa de Henle o inhibe la reabsorcion del cloro vy,
como resultado, del sodio. Posee una accion complementaria al nivel del tubulo
proximal y del segmento de dilucion.

Ademas, incrementa el flujo sanguineo renal para beneficio de la zona cortical.
Esta propiedad es especialmente interesante en caso de asociacion con los
betabloqueantes que pueden ejercer un efecto inverso.

No altera la filtracion glomerular (en ciertas circunstancias, se ha podido
constatar un incremento de ésta). La accion diurética natriurética aumenta en

2proporcion a las dosis administradas y persiste en caso de insuficiencia renal.
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- Accién antihipertensora y otras acciones:

Posee una accion hemodinamica que se caracteriza por la disminucion de la
presion capilar pulmonar incluso antes de la aparicion de diuresis, y por el
incremento de la capacidad de almacenamiento del lecho vascular venoso
constatado por pletismografia (estas propiedades se han estudiado de forma
mas detallada por via V).

La furosemida se utiliza para tratar todas las formas de retencion hidrosalina
con una respuesta proporcional a la dosis.

La furosemida ejerce una accion antihipertensora debida a la reduccion de

sodio y a la accién hemodinamica.

3.2.2.5 Propiedades farmacocinéticas

Tras la administracion parenteral, la eliminacion se realiza esencialmente por la
orina. El efecto diurético natriurético se observa a partir de los 5 minutos
posteriores a la administracién intravenosa.

La semivida de eliminacién media es de una hora, aproximadamente. Esta
semivida es mayor en los bebés prematuros.

La eliminacion digestiva (biliar) es mayor en caso de insuficiencia renal. Por
esto, no se produce acumulacion del producto.

La furosemida se excreta en la leche materna.

3.2.2.6 Contraindicaciones

Este medicamento no debe administrarse en caso de:
- insuficiencia renal aguda funcional,

- encefalopatia hepatica,

- alergia a las sulfamidas,
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- obstruccidn en las vias urinarias en caso de oliguria,

- hipovolemia o deshidratacion,

- lactancia.

En pacientes sometidos a hemodialisis y con insuficiencia renal grave, sera
necesario eliminar la hepatitis en evoluciéon y la insuficiencia hepatocelular
grave, ya que debido a la insuficiencia renal asociada la eliminacion se realiza
por via biliar, por lo que existe riesgo de acumulacion.

En general, no se recomienda el uso de este medicamento durante el embarazo

ni tampoco en asociacion con litio o sultoprida.

3.2.2.7 Advertencias

La toma accidental de furosemida puede conllevar hipovolemia con
deshidratacion.

En pacientes con insuficiencia hepatocelular, el tratamiento debera
administrarse con prudencia bajo control hidroelectrolitico estricto dado el riesgo
de encefalopatia hepatica. Si se produjera, el tratamiento debera interrumpirse
inmediatamente.

El incremento hipertensivo que suele acompafiar a los accidentes
cerebrovasculares no suele constituir una indicacion para el tratamiento
antihipertensor de emergencia. La decision debe tomarse en funcion de la
presencia de complicaciones viscerales que pongan en peligro el prondstico

vital a corto plazo.

Interaccion con otros medicamentos y otras formas de interaccion

Asociaciones no recomendadas:

- Litio: incremento de la litemia con signos de sobredosis, como en caso

de una dieta sin sodio (disminucion de la eliminacion urinaria de litio).
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Si no es posible evitar la asociacion, sera necesario efectuar un control
estricto de la litemia y adaptar la posologia.

- Sultoprida: incremento del riesgo de trastornos del ritmo ventricular, en
concreto torsades de pointes (la hipopotasemia es un factor contributivo).

Control clinico, bioldgico y electrocardiogréfico.

Asociaciones que requieren precauciones de empleo:

- AINE (via sistémica), incluyendo los inhibidores selectivos de la COX-2,
el acido acetilsalicilico, etc.: insuficiencia renal aguda en enfermos de
riesgo (ancianos o deshidratados) por disminucion de la filtracion
glomerular (inhibicion de las prostaglandinas vasodilatadoras debido a
los AINE).

- Otros hipopotasemiantes: amfotericina B (via 1V), gluco vy
mineralocorticoesteroides (via sistémica), tetracosactida, laxantes

estimulantes: incremento del riesgo de hipopotasemia (efecto aditivo).

- Digitalicos: hipopotasemia que favorece los efectos toxicos de los

digitalicos.

- Diuréticos ahorradores de potasio (amilorida, canreonato de potasio,
espironolactona, triamtereno): la asociacion racional, util en
determinados pacientes, no excluye la aparicion de hipopotasemia o, en
particular en pacientes con insuficiencia renal y diabéticos, la

hiperpotasemia.

- Aminoglucésidos (via parenteral): incremento de los riesgos nefrotdxicos

y ototoxicos de los aminoglucosidos (insuficiencia renal funcional
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relacionada con la deshidratacion provocada por el diurético). La
asociacion se permite bajo control del estado de hidratacion y de las
funciones renales y cocleovestibulares y, llegado el caso, de las

concentraciones plasmaticas del aminoglucdsido.

Fenitoina: disminucion del efecto diurético que puede alcanzar el 50%.

Es posible utilizar dosis superiores de diurético.

Carbamazepina: riesgo de hiponatremia sintomatica

Inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (IECA),
antagonistas de la angiotensina Il riesgo de hipotension arterial extrema
o insuficiencia renal aguda por el inicio del tratamiento con un IECA o un
inhibidor de la angiotensina IlI, en caso de deshidratacion isotonica

preexistente.

Metformina: acidosis lactica debida a la metformina desencadenada por
una posible insuficiencia renal funcional relacionada con los diuréticos v,
mas concretamente, los diuréticos de asa.

No utilizar metformina si la creatininemia es superior a 15 mg/litro (135

pgmol/litro) en hombres y 12 mg/litro (110 ymol/litro) en mujeres.

Medios de contraste yodados: en caso de deshidratacion provocada por
diuréticos aumenta el riesgo de insuficiencia renal aguda, en particular al

utilizar dosis importantes de medios de contraste yodados.

Baclofeno: incremento del efecto antihipertensor.
Control de la presion arterial y adaptacion posolégica del antihipertensor

Si es necesario.
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Asociaciones a tener en cuenta:

- Corticoesteroides, tetracosactida (via sistémica) (salvo hidrocortisona
empleada como tratamiento sustitutivo en la enfermedad de Addison):
reduccion del efecto antihipertensor (retencion hidrosalina de los
corticoesteroides).

- Neurolépticos, antidepresivos imipraminicos (triciclicos): Incremento del
efecto antihipertensor y el riesgo de hipotension ortostatica (efecto
aditivo).

- Amifostina: Incremento del efecto antihipertensor.

- Calcio (sales de): Riesgo de hipercalcemia por la disminucion de la

eliminacién urinaria del calcio.

- Ciclosporina: Riesgo de incremento de la creatininemia sin modificaciéon
de las concentraciones plasmaticas de ciclosporina, incluso en ausencia

de deshidratacién isoténica.

3.2.2.8 Embarazo y lactancia

Embarazo:

- Los estudios efectuados en animales han puesto de manifiesto un efecto
teratégeno.

- En clinica, no se dispone de datos lo bastante pertinentes para evaluar una
posible malformacion o fetotoxicidad de la furosemida al administrarla durante el
embarazo.

Por regla general, la furosemida no debe administrarse en mujeres

embarazadas y no debe recetarse nunca en casos de edema fisiologico del
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embarazo (que, por lo tanto, no requieren tratamiento). En efecto, los diuréticos
pueden provocar isquemia fetoplacentaria, con riesgo de hipotrofia fetal.

No obstante, los diuréticos (en forma oral) siguen siendo un elemento esencial
del tratamiento de los edemas de origen cardiaco, hepatico y renal en

embarazadas.

Lactancia:

La furosemida se excreta en la leche materna. Los diuréticos de asa reducen la
secrecion lactica y la lactancia se inhibe a partir de una dosis Unica de 40 mg.
Por consiguiente, el uso de este medicamento esta contraindicado en mujeres

en periodo de lactancia.

3.2.2.9 Reacciones adversas

Ocasionalmente, durante el tratamiento puede producirse un incremento
discreto de la uricemia (del orden de 10 a 30 mg/l), y de forma excepcional un
ataque de gota.

A veces se observa un incremento de la glucemia, con frecuencia durante la
administracion corta e intensa sobre todo por via intravenosa. So6lo se han
descrito casos excepcionales de disminucion de la tolerancia a la glucosa.

Es posible observar alteraciones hidroelectroliticas en relacion con la actividad
del producto: deshidratacién, hiperazotemia, hiponatremia, hipovolemia
acompafiada de hipotension ortostatica que justifica la suspension del
medicamento o la reduccion de la posologia. La asociacion a una dieta sin

sodio demasiado estricta favorece estas alteraciones.

Es posible observar algunas hipopotasemias asociadas o no a alcalosis

metabdlica. Suelen ser mas frecuentes al utilizar dosis altas o en pacientes
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cirréticos, desnutridos o con insuficiencia cardiaca. Estas hipopotasemias
pueden ser especialmente graves en pacientes con insuficiencia cardiaca y, por
otro lado, pueden comportar trastornos graves del ritmo, en particular torsades
de pointes (potencialmente mortales), sobre todo en asociacidon con
antiarritmicos del grupo de la quinidina.

Se han observado algunos casos infrecuentes de calcificaciones renales
asociadas a hipercalciuria en bebés muy prematuros tratados con dosis altas de
furosemida inyectable, en caso de cardiopatia congénita con insuficiencia

cardiaca.

En caso de insuficiencia hepatocelular, existe la posibilidad de
desencadenamiento de encefalopatia hepatica.

Se han constatado algunos casos infrecuentes de reacciones cutaneas
ocasionalmente  ampollares, dolores lumbares, leucocitopenias vy
trombocitopenias.

Posibilidad de trastornos digestivos.

La administracién de dosis muy altas de furosemida inyectable, en particular
cuando no se ha observado la velocidad de inyeccion recomendada (de 4 a 6
minutos para la inyeccién IV directa o0 4 mg por minuto para la infusién), puede
provocar reducciones transitorias de la agudeza auditiva y, en asociaciéon con
un antibiético del grupo de los aminoglucésidos, ototdxicos, se han observado

algunos casos infrecuentes de afectaciones definitivas de forma excepcional.

3.3 TOXINAS BACTERIANAS

Existen dos tipos de toxinas bacterianas: las exotoxinas y las endotoxinas.
El termino endotoxinas se emplea para describir las actividades toxicas que se

relacionan con componentes de la cubierta bacteriana. Suele referirse a las
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actividades de la parte del lipido A en el Lipopolisacarido (LPS) de bacterias
Gramnegativas.

Las endotoxinas llevan el sufijo “endo” porque forman parte de la estructura de
la bacteria, mientras que a las exotoxinas se les antepone “exo” porque son
productos bacterianos no estructurales que se liberan al ambiente.

Las exotoxinas son proteinas (a menudo enzimas) solubles, termolabiles que el
microorganismo patodgeno libera en su microambiente durante su crecimiento.
Son sintetizados por agentes patégenos especificos que poseen plasmidos o
profagos que transportan los genes codificadores de la exotoxina, son proteinas
termoléabiles que se inactivan entre los 60 y 80° C son toxicas en dosis
pequefias (ug/g por ejemplo con la toxina del botulismo), estimulan la
produccion de anticuerpos (antitoxinas), son incapaces de producir fiebre y se
clasifican como neurotoxinas, citoxinas o enterotoxinas segun su mecanismo de
accion. (s)

Las endotoxinas estan presentes en la pared externa de las bacterias
Gramnegativas. Se denominan asi porgue estan ligadas a la bacteria y se
liberan cuando el microorganismo es destruido, parte de las endotoxinas
también se liberan durante la multiplicaciébn bacteriana. Son termoestables,
toxicas en dosis elevadas, por lo general las endotoxinas se liberan en forma de
burbujas de membrana externa, fuertemente impregnadas con LPS; estas
burbujas activan los complementos a través de la via alterna y conducen a la
formacion de interleucina I, factor de necrosis tumoral, factor activador de
plaquetas, oxido nitrico y otras moléculas efectoras que causan la fiebre, la

trombosis y la hipotensién caracteristicas de la sepsis.

3.3.1 Componentes de la cubierta celular bacteriana
La cubierta celular de una bacteria es el conjunto de capas integrales que la

rodean, llamadas de manera especifica membranas celulares y pared celular.
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La bacteria Gramnegativa tipica tiene una cubierta que consta de una
membrana citoplasmica, una pared celular delgada y una membrana externa,
con una hojuela externa formada sobre todo por una molécula similar a un
fosfolipidos, que se llama lipopolisacarido. (Ver figura N°2)

A diferencia de la membrana citoplasmica, la membrana externa es asimétrica
conformada sobre todo por lipopolisacérido que tiene 3 regiones diferentes que
se conocen como antigeno O, parte interna y lipido A. el antigeno O (antigeno
somatico bacteriano) se extiende desde la superficie de la bacteria hacia el
ambiente; el centro interno y el externo enlazan el antigeno O con el Lipido A;
que flota en la hoja exterior de la membrana externa. El lipido A es un mitbgeno
de células B directamente toxico para ciertas células huésped y es una
superficie activadora para la via alterna de activacion de complementos.
Aunque toda molécula de LPS se conoce como endotoxinas, en realidad la
porcion del lipido A del LPS es la que constituye la endotoxina. La inyeccion de
LPS es la que produce efectos toxicos sistémicos en animales y humanos como

fiebre, hipotensién y muerte. (15)
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Figura N° 2. Pared celular de una bacteria Gramnegativa.

3.3.2 Pirégenos: endotoxinas bacterianas

La palabra pirégeno se deriva de los vocablos: piro = fuego y gen = origen. Las
primeras observaciones de reacciones pirogénicas datan de 1911 por
Wechbelman quien describi6 ocasionales aumentos de temperatura y
escalofrios en pacientes a quienes les administraba Arsfenamia por inyeccién
intravenosa. Posteriormente Hart y Peridolf comprobaron que la inyeccion de
agua destilada en un aparato de vidrio no producia fiebre si se administraba
recién destilada. En 1923 Sieber evidencid que las fiebres descritas por
Wechbelman se originaban por presencia de sustancias de origen bacteriano,
dando el nombre de pirdgenos, estableciendo que dichas sustancias podian ser

bacterias muertas, intactas o desintegradas o generalmente productos del
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metabolismo bacteriano. Sus experiencias le condujeron a desarrollar la prueba

de pirbgenos en conejos. ()

Las bacterias Gram positivas, micobacterias, hongos e incluso virus pueden
producir sustancias pirogénicas, sin embargo los pirégenos producidos por las
bacterias Gram negativas, las “Endotoxinas” poseen actividad pirogénica mayor
qgue la de cualquier otra sustancia, es por ello que se ha generalizado que la
ausencia de endotoxinas en un inyectable, indica ausencia de compuestos

pirogénicos en general.

Las endotoxinas bacterianas son complejos de lipopolisacéaridos (LPS) de alto
peso molecular que constituyen el principal componente de la pared celular de
las bacterias Gram negativas patdgenas o no patégenas tales como E. coli,

Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophillus y otros.

Las células viables producen pequefias cantidades de endotoxinas durante su
vida, pequefias cantidades pueden ser liberadas en forma soluble
especialmente por los cultivos jovenes, sin embargo la mayor cantidad tiene
lugar después de la muerte y lisis de la célula bacteriana. (21) Durante casi 100
afos, el término endotoxina ha descrito una toxina termoestable, pirégena y
potencialmente letal de las bacterias Gramnegativas que se habia constituido
en una plaga para la Industria farmacéutica pues la administracién de farmacos
contaminados con éstas producia complicaciones e incluso la muerte de los

pacientes. (2)(29)

3.3.2.1 Regiones de las Endotoxinas Bacterianas:

Las endotoxinas tienen tres regiones denominadas como I, 11 y Ill.
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Region I
El lipido A es el componente lipidico, es la region hidrofébica del LPS, consiste
en un disacarido de N-acetilglucosamina (NAG) fosforilada con 6 a 7 acidos
grasos saturados. La estructura del lipido A es muy similar entre las bacterias

Gramnegativas.

Region Il:
Se encuentra unida a la posicién 6 de un NAG. El antigeno R consiste en una
corta cadena de azucares. Se consideran 2 subregiones:

La fraccion del nacleo interno: Se encuentran 2 carbohidratos tipicos de
las bacterias Gramnegativas: el &cido 2-ceto-3-deoxioctonoico (KDO) y

L-glicero-D-manoheptosa. EI KDO es Unico y siempre presente en LPS y

constituye un indicador de endotoxinas.

La fraccion del nucleo externo:
Esta constituido a base de hexosas (glucosa, galactosa), NAG, y a veces
algunas hexosas mas raras. Con algunas variaciones ligeras, el polisacarido es
comun en todos los miembros de las bacterias del género Salmonella, pero es
estructuralmente diferente en otros géneros de bacterias Gramnegativas.
Los géneros de Salmonella, Shigella y Escherichia tienen su parte polisacéarida

similar pero no idéntica.

Region lll:
Se encuentra unido al polisacarido R. Consiste en subunidades repetidas de
oligosacaridos de 3 a 4 azucares.
Las cadenas individuales varian en longitud hasta mas de 40 unidades
repetidas. El polisacarido es mas grande que el nucleo polisacérido y mantiene
el dominio hidrofilico del LPS, es el principal determinante antigénico de la

pared celular. (16) (29)
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Con la finalidad de protegerse de una infeccion, la primera medida de nuestro
organismo es detectar la presencia de microorganismos extrafos, reconociendo
moléculas no asociadas a células humanas. Estas moléculas infecciosas se
unen a un receptor promoviendo la liberacion de proteinas de defensa
denominadas citokinas. Este principio también se aplica en las endotoxinas. La
secuencia de la reaccion pirogénica (Ver figura N° 3) es la siguiente: El
lipopolisacéarido (LPS) es liberado de la membrana externa de su pared celular
por lisis de la bacteria (el LPS puede encontrarse por ejemplo en un producto
inyectable contaminado y llega al torrente sanguineo durante la administracion);
se une a una proteina de unién al LPS, formandose un complejo “LPS-Proteina
de unién”, este complejo viaja a través de la sangre y se une al receptor CD14
ubicado en la superficie de los macréfagos; (este es el mecanismo normal de
defensa por el cual el organismo reconoce que hay invasion por bacterias). Los
macréfagos se activan liberando moléculas de defensa, las citokinas.

Las citokinas se unen a sus receptores en células especificas produciéndose
mediadores inmunoldgicos de defensa innatos como, fiebre, inflamacion,
fagocitosis. Si se liberasen gran cantidad de citokinas, se produciria dafio a
nivel de vasos sanguineos, disfuncion respiratoria, destruccion de tejidos,

hipotensién, shock y muerte.
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Figura N° 3. Liberacion de endotoxinas bacterianas

3.3.2.2 Mecanismo de la fiebre

El LPS posee escasa bioactividad directa, pero es una sefial molecular que
induce a los macréfagos para que produzcan pirégenos enddgenos los cuales a
su vez inducen la produccién de mediadores como las prostaglandinas que
actuan directamente sobre los centros de control de temperatura del cerebro.
Estos pirogenos enddgenos incluyen: IL -1 (Interleucina 1), TNF - a (Factor de
necrosis tumoral alfa), IL — 6, etc. Las tres primeras citokinas inducen fiebre a

través de la induccién de sintesis de prostaglandinas (PG- E2) las cuales
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actian en forma directa sobre los centros de fiebre en el hipotdlamo. Las

prostaglandinas también causan aumento de la permeabilidad vascular. (7)

3.4 PRUEBA DE ENDOTOXINA BACTERIANA

Durante la elaboracién de productos inyectables hay que tomar todas las
medidas concebibles para evitar la contaminacion pirogénica, asi como
disponer de un ensayo confiable de control en el producto terminado.

En los ultimos afios, los principales organismos reguladores de productos
farmacéuticos (Farmacopeas) exigen cada vez mas en sus monografias la
aplicacion del método del lisado de amebocitos de Limulus (LAL) para la
liberacion de pirdgenos en productos terminados parenterales. El andlisis de
pirbgenos constituye uno de los principales ensayos en el control de calidad de
la fabricacion de inyectables por su repercusion en la salud humana, puesto que
la presencia y administracion de los mismos, es capaz de provocar una serie de
respuestas fisiolégicas, en su mayoria de caracter perjudicial y en casos
extremos, la muerte del paciente. Por las razones anteriores, existe un creciente
interés en el conocimiento y dominio de estos métodos.

Por méas de 40 afios el ensayo de pirébgenos mediante la determinacién de la
respuesta febril en conejos, permanecié practicamente invariable y su
efectividad fue escasamente cuestionada. En la actualidad, para la aprobacion y
comercializacibn de gran parte de los productos farmacéuticos vy
biotecnolégicos diseflados para ser administrados por via parenteral, las
principales instituciones reguladoras internacionales exigen el control de
pirébgenos por el método del lisado de amebocitos de Limulus (LAL). El LAL es
un método in vitro que detecta con alta sensibilidad la presencia de endotoxinas

bacterianas. (9)
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La prueba del lisado de amebocitos de Limulus (LAL), cuando es utilizada de
acuerdo a las directivas de la Administracién de Alimentos y Drogas (FDA, Food
and Drug Administration) de los Estados Unidos, (1) puede reemplazar la
prueba de pirégenos (prueba de fiebre de conejos) de la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP), para el control de producto terminado de “drogas
inyectables para uso humano (incluyendo productos biolégicos), drogas
inyectables para uso animal y dispositivos médicos”. 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) (11)

Ante las disposiciones de las Farmacopeas e Instituciones Reguladoras
Internacionales, el ensayo del LAL gana cada vez mas el interés de la Industria
Farmacéutica y Biotecnoldgica nacional. Teniendo en cuenta ademas el notable
desarrollo que ha alcanzado el método y su importancia para el cumplimiento
de las Buenas Practicas en el proceso de fabricacibn de inyectables, se

presenta a continuacion parte de su historia y el desarrollo de la prueba.

3.4.1 Historia

La historia del descubrimiento del reactivo LAL comienza en 1956, cuando el
doctor Frederick B. Bang reporta la muerte por coagulacion intravascular en el
cangrejo herradura americano Limulus polyphemus (Ver figura N°4). Bang, junto
a Jack Levin, revela en 1964 que las endotoxinas son el vector causante de la
coagulacion de la hemolinfa del Limulus. Cuatro afios mas tarde, estos
investigadores comprueban que los elementos responsables de la coagulacion
inducida por endotoxinas son de naturaleza enzimatica, y se encuentran dentro
de los amebocitos, Unico tipo de células presentes en la hemolinfa azul de los
cangrejos herraduras. Por lo tanto, el reactivo LAL es un extracto acuoso de los
amebocitos, compuesto por una cascada de enzimas serino proteasas tipo

tripsina capaz de reaccionar frente a pequefias cantidades de endotoxinas. La



60

bioquimica de la reaccién del LAL se conoce en detalle y el mecanismo en

cascada parece ser el responsable de su extraordinaria sensibilidad. ()

Figura N°4. Cangrejo herradura (Limulus polyphemus).

El Limulus habita en algunos puntos de la costa del Atlantico de los Estados
Unidos hasta el Golfo de México, existen otras 3 especies de cangrejos
herraduras oriundos del continente asiatico: el Tachypleus tridentatus, el
Carcinoscorpius rotundicauda y el Tachypleus gigas. Estos animales son
artréopodos marinos muy conocidos por su récord fésil debido a que

evolucionaron muy poco en los ultimos 300 millones de afios.

Las células sanguineas circulantes (amebocitos) del sistema circulatorio
[hemolinfa] presentes en ciertas especies de Limulidos, en especial el cangrejo
bayoneta (Lymulus polyphemus) y el cangrejo japonés (Tachypleius tridentatus
spp.) contienen granulos de proteina que se gelifica en la presencia de

endotoxina de muchas especies de Gram negativos.
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El hemocito granular o amebocito es la principal célula circulante en el cangrejo
adulto. Se caracteriza por contener granulos grandes y pequefios: los granulos
mayores contienen 4 factores de coagulacion y un factor antimicrobiano (factor
anti LPS), se liberan mas rapidamente que los pequefios, ambas poblaciones
se liberan por exocitosis y coagulacidon, con un lapso de aproximadamente de
90 seg. ElI mecanismo de reaccion se basa en enzimas con actividad de
proteasas de serina en forma de zimégenos (factores C, B, una enzima
procoagulante, y el coagul6geno).

Esta reaccién ha sido empleada como la base de un ensayo cualitativo o
semicuantitativo para endotoxina, siendo el reactante la proteina obtenida de
los amebocitos lisados de Lymulus, ensayo conocido como Lisado de
Amebocito de Limulus (LAL).

El objetivo final de este ensayo es la deteccion de la gelacion de la proteina
después de ser incubada con endotoxina bajo ciertas condiciones.

3.4.2 Principios Biologicos.

El sistema de coagulacion de Lymulus polyphemus esta contenido en los
amebocitos, y las proteinas derivadas de los amebocitos lisados se coagulan en
presencia de la endotoxina, siendo la ruta de esta reaccion dependiente de la
concentracion de endotoxina. Bang y Levine fueron los primeros en sugerir que
la gelacién inducida por endotoxina era mediada enzimaticamente. El
mecanismo de reaccion se cree que implica la activacion de una enzima
procoagulante por Ca 2+ y endotoxina. Esta enzima activada cataliza la ruptura
hidrolitica de una proteina coagulable [coagulégeno] a subunidades
polipeptidicas.

La naturaleza quimica del coagulégeno ha sido estudiada en las dos especies
de limulidos descritos: en el cangrejo bayoneta, el coagulégeno es un

polipéptido de 235 residuos de aminoacidos. La coagulacion ocurre por clivaje
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en el aminodcido 45 a partir del carboxilo terminal, resultando en la liberacién
de un péptido C soluble, y un residuo insoluble de 170 aminoéacidos. Este
péptido insoluble de 170 residuos se denomina coagulina, y es el responsable
de la polimerizacion para formar un coagulo estable. El mecanismo por el cual
el coagulogeno es clivado por la enzima procoagulante se cree que es similar al
de la tripsina, una hidrolasa de serina, o al de la activacion de protrombina para

formar trombina. (25)

3.4.3 Bioquimica LAL- Endotoxina: Reaccion de Coagulacion

En presencia de endotoxinas, el reactivo LAL produce una cascada de
reacciones enzimaticas conocida como la Via del Factor C que se compone de
tres zimdgenos serina proteasas intracelulares: Factor C, Factor B y una enzima
pro-coagulante que actian sobre el coagulégeno (proteina coagulable de los
invertebrados similar al fibrinbgeno)

El factor C es un biosensor que detecta las endotoxinas iniciando la cascada de
reacciones con su activacion autocatalitica, al contacto con endotoxinas, el
factor C se activa; este hidroliza y activa al factor B. El factor B activa a la
enzima pro-coagulante (enzima de coagulacion inactiva), la cual en presencia
de cationes divalentes (Ca ™" / Mg ™) @s) se convierte en la enzima coagulante
(enzima de coagulacién activada). La enzima coagulante se une al sitio
especifico del coagulégeno (sustrato) y produce un gel de coagulina. (Ver figuras
N°5 y N°6).

La pared celular de hongos y levaduras contienen diversos polimeros que
incluyen celulosa, quitina, mananos y (1,3) beta glucanos. Se conoce que existe
otra reaccion de coagulacion conocida como la Via de Factor G, por la cual los
(1,3) beta glucanos de la superficie de algunos hongos activan el factor G que
convierte la enzima procoagulante en enzima coagulante y actia sobre el

coagulégeno produciendo coagulina.
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Figura N°5. Representacion de la cascada de reacciones que experimenta el
reactivo LAL en presencia de Endotoxinas — Modelo Lenin 1979.

Endotoxinas (LPS) +Ca

B(1.3F Glucanas
Factor C

Factor C activado

Factor B Factor G — Factar 5

Factor B ‘activadn activado
Enzima l Enzima
Procoagulante — coagulante

Coagulogeno - Coagulina
(Gel)

Figura N°6. Cascada de coagulacion de las endotoxinas frente al reactivo LAL.
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3.4.4 Métodos del LAL 1)

Existen 3 variaciones basicas del ensayo del LAL en el mercado: método de
gelificacion o gel-clot, turbidimétricos y cromogénicos. Cada fabricante de
reactivos describe su propia metodologia, pero en general la diferencia entre los
protocolos es pequefa. La correlacién entre los métodos se basa en comparar
la menor dilucion de un producto dado a la cual se elimina la interferencia.

LAL significa “Limulus amebocyte lysate” que describe al reactivo: Limulus es
el nombre cientifico del cangrejo de la herradura, amebocyte (amebocito) es la
célula sanguinea que contiene la sustancia que produce coagulacion y lysate
(lisado) describe el proceso de lisis al que es sometida dicha célula sanguinea
para la obtencién del reactivo.

Para la elaboracion del reactivo LAL, los cangrejos son colectados del mar y
transportados al laboratorio donde son desangrados por puncion en el corazén
con una aguja larga; la sangre o hemolinfa conteniendo los amebocitos se
colecta por gravedad en una botella de centrifuga.

Puede colectarse el 30% de su sangre sin afectar al animal que es luego
devuelto al mar. ()

En general, existe una correlacion moderada entre los métodos cuando el
reactivo LAL es producido por el mismo fabricante e incluso mejor si es del
mismo lote, mientras que puede ser muy diferente hasta para el mismo método
cuando el reactivo se produce por distintos fabricantes. Es por esto que uno de
los aspectos criticos es la validacién del ensayo, con lo cual se garantiza
independientemente del método o lote que a una dilucion determinada del
producto no existan interferencias y por lo tanto, sea confiable la cuantificacion
de endotoxinas en dicha muestra. Aun subsisten confusiones con respecto a la
validacion del método, hay que puntualizar que lo que se valida es la muestra o
su dilucién, no se trata, por ejemplo, de realizar ensayos de linealidad, exactitud

0 precisibn como se describe para la mayoria de los métodos analiticos. La
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validacion del LAL se presenta en detalle en la guia de la FDA, la cual se toma
de referencia para el desarrollo de la presente. (Ver anexo N°2)

- Método de gelificacion o gel-clot.

El método de gel-clot es el ensayo clasico y el mas elemental entre los métodos
del LAL. La reaccion desarrollada en el tubo de ensayo es esencialmente la
misma que ocurre in vivo en la hemolinfa del cangrejo herradura frente a las
endotoxinas. Es el ensayo menos susceptible a inhibicion y requiere de un
equipamiento mas sencillo y menos costoso.

La presencia de endotoxinas es determinada por la formacion de un gel o
coagulo insoluble. Se puede desarrollar de forma cuantitativa o semicuantitativa
(ensayo limite). Produce resultados binarios, positivo (+) o negativo (-). Un tubo
es positivo cuando el gel permanece intacto después de que se invierte
cuidadosamente un angulo de 180 °, cualquier otra condicion es interpretada
como negativa. El alcance del método esta limitado Unicamente por la
sensibilidad del lisado. EI mercado oferta reactivos para gel-clot con
sensibilidades de 0,03; 0,06 y 0,12 UE/mL (unidades de endotdxinas por
mililitro). Con este método no se podran cuantificar endotoxinas por debajo del

nivel (sensibilidad) al cual se forma un gel sélido.

- Métodos turbidimétricos.

Estos métodos se fundamentan por el aumento de la turbidez en la mezcla de
reaccion provocado por el incremento de la concentracion de coagulina
insoluble, la cual se monitorea espectrofotométricamente. La proporcion del
aumento de turbidez esta relacionada con la concentracion de endotoxinas en
la muestra. Los métodos turbidimétricos son los mas sensibles, capaces de

detectar hasta 0,001 UE/mL. Existen 2 variaciones del método turbidimétrico:
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- Turbidimétrico de punto final:
Este método fue comercializado por primera vez por Worthington Inc. (esta
comparfia ya no estd en el mercado del LAL) y se emplea raramente en la
actualidad. El principal inconveniente de este ensayo es que requiere un tiempo
de incubacion y lectura controlado, muy cuidadoso, la reaccién no se detiene y
por lo tanto el desarrollo de turbidez continGa. Las muestras podran leerse a un

tiempo fijo y solo una vez.

- Turbidimétrico cinético:
Levin y Bang en 1968 fueron los primeros en proponer un método turbidimétrico
cinético para la determinacion de endotoxinas con el empleo del reactivo LAL.
Inicialmente este método era poco empleado debido probablemente a la
carencia de equipos capaces de manipular varias muestras al mismo tiempo.
Se necesitaron varias modificaciones con la finalidad de simplificarlo y elevar su

sentido practico:

1) el empleo de un lector de microplacas de alta resolucion dotado de un

incubador a 37 °C,

2) el uso de un software acoplado mediante una interfase a una computadora

para la adquisicion y procesamiento de los datos y,

3) la disponibilidad de una formulacion del lisado o reactivo LAL mas sensible.

El método turbidimétrico cinético posee el mas amplio rango de deteccidn entre
los métodos conocidos (0,00-100 UE/mL). Su principal desventaja es que
requiere de un equipamiento costoso y de un personal lo suficientemente

calificado para el manejo de equipos y el procesamiento de los datos.
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- Métodos cromogénicos.

La primera aplicacion del método cromogénico del LAL fue descrita por
Nakamura y otros en 1977. A partir de aqui han aparecido muchas versiones,
por lo que el método cromogénico posee las diferencias mas notables en
cuanto a los procedimientos descritos entre los distintos fabricantes. La
compafiia japonesa Seikagaku Kogyo Corp. fue la primera en vender el método
cromogeénico del LAL a inicios de la década de los 80.

Estos métodos se fundamentan en el empleo de un sustrato cromogénico
sintético incoloro. El sustrato estd compuesto por un pequefio péptido unido por
la arginina C-terminal a una molécula del cromoéforo p-nitroanilina (pNA). Una
vez activada la cascada del LAL, la enzima coaguladora provoca la liberacion
de la molécula de pNA de color amarillo. El desarrollo de la coloracién amarilla
es proporcional a la concentracion de endotoxinas en la muestra.

Estos métodos han sido empleados especialmente para la cuantificacion de
endotoxinas en muestra de plasma, sangre y otros fluidos biolégicos. Al igual
gue los métodos turbidimétricos, el equipamiento que requiere es costoso pero
de uso variado en el laboratorio. El sustrato cromogénico es el componente mas
caro e inestable del kit. Cuenta con 2 versiones de punto final y una cinética.

El uso de sustratos cromogénicos, comparando con el método de gelificacion,
disminuye el tiempo del ensayo, elimina la posible destruccion accidental del gel
durante la incubacibn o la lectura, y permite una mayor capacidad de

procesamiento de muestras.

- Método cromogénico cinético:
El principio de este método es muy similar al turbidimétrico cinético, solo que en
este caso mide el desarrollo de color en el tiempo. El rango de deteccion para la
cuantificacion de endotoxinas es de 0,005-50 UE/mL. Es importante distinguir
entre el ensayo pseudocinético y el cinético verdadero. El primero es de 2

pasos. Se sigue el desarrollo de color después de la adicion del sustrato
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cromogénico a una reaccion terminada entre la endotoxina y el reactivo LAL,
mientras que el cinético verdadero es de un solo paso. En general, este método
no reporta ventajas significativas sobre el turbidimétrico cinético. En el mercado
se oferta un método cromogénico que requiere un solo paso de incubacion

adaptable tanto para el método cinético verdadero como para el de punto final.

- Método cromogénico de punto final:

Este ensayo puede desarrollarse en microplacas de 96 pozuelos o en tubos de
ensayos; en el dltimo se requiere el doble del volumen de reactivos. En
dependencia del fabricante se puede correr en 16 2 pasos de incubacion. Por
ejemplo, el kit QCL-1000 de BioWhittaker emplea 2 etapas, el primero se
incuban a 37 °C la muestra con el reactivo LAL, luego afiaden el sustrato
cromogénico y vuelven a incubar a 37 °C; en cambio, el kit Pyrochrome de
Associates of Cape Cod, Inc. emplea un solo paso, la muestra se incuba con la
mezcla LAL/sustrato que vienen co-liofilizados en el kit.

En ambos casos, la reaccion puede leerse inmediatamente después de
concluida la incubacion o puede detenerse mediante la adicion de una solucién
acida. Hay ventajas y desventajas para cada opcion. La adicién de la solucion
acida elimina cualquier turbidez, disminuye ligeramente la densidad éptica (DO)
y puede mejorar la reproducibilidad. Cuando se corre el método en tubos de
ensayos, la adicién de &cido reduce aun mas la DO por dilucion. No obstante,
se debe emplear la solucion acida en el método en tubos debido al tiempo que
toma la transferencia de las soluciones a las cubetas para la lectura. En el lector
de microplacas no se observa disminucién de la DO debido a que el paso de luz
aumenta proporcionalmente con la dilucion.

De forma muy casual, este método puede desarrollarse con fines cualitativos,
leyendo las muestras visualmente sin la necesidad de un espectrofotbmetro

(método en tubos) o un lector de microplacas de 96 pocillos (método en
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microplacas). Este abordaje suele ser provechoso cuando es alto el contenido

de endotoxinas en la muestra.

El otro método cromogénico de punto final, también conocido como opcion
diazo, es realmente una extension del resultado del punto final de la pNA. La
pPNA libre se derivatiza para formar un diazocompuesto coloreado. El derivado
de color magenta brillante conocido como "colorante azo", presenta un espectro
de absorcion diferente con un pico de absorbancia maxima a 540 nm y un alto
coeficiente de extincién. Su principal ventaja reside en que es posible evitar
interferencias producidas por muestras de color amarillo, por ejemplo, fluidos
corporales y algunos medios para el cultivo de células. Esta opcion no es

aplicable al modo cinético. ()

3.4.5 Estandar de Endotoxinas

La prueba de pir6genos no utiliza estandares, pero una vez que se comenzo a
usar la prueba LAL, fue necesario emplear uno.

El primer estAdndar de endotoxinas fue preparado a partir de Escherichia coli
0113: H10: K por la FDA.

3.4.5.1 Estandar Primario - Estandar de Endotoxinas (RSE)*:

Es el estdndar de referencia de la USP, es un liofilizado de Endotoxinas de
Escherichia coli (0113: H10) que tiene una potencia de 10 000 unidades de
endotoxina (UE) por vial.

*RSE: Reference Standard Endotoxin.

3.4.5.2 Estandares Secundarios - Estandar de Endotoxinas (CSE):
El Control estandar de Endotoxinas (CSE o CEE) es una preparacion de

endotoxinas diferente al RSE cuya relacion de actividad debe ser declarada por
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el fabricante. La sensibilidad del RSE y del CSE debe ser evaluada en paralelo
para encontrar la relacion de actividad y usarse como estandar secundario.

En la practica, se emplean estandares secundarios ofrecidos por las casas que
lo manufacturan (Associates of Cape cod, Charles River Endosafe, etc) los
cuales han sido estandarizados contra el Estdndar USP.

Este estandar puede emplearse hasta un mes después de su reconstitucion,
debe tener rotulado la fecha de reconstitucion y guardarse bien tapado a una
temperatura de 2 a 8° C. (21

Los proveedores del CSE y del reactivo LAL deben garantizar sus resultados a
través de un certificado que documente la equivalencia del CSE al estandar
USP.

3.4.6 Limites de endotoxina

El limite de endotoxinas para seres humanos esta determinado como 5
unidades de endotoxinas por kilogramo de peso por hora para productos
parenterales (K = 5 UE / kg). Para la via intratecal el limite es 0,2 UE/Kg/hr, el
limite para volimenes grandes de parenterales es de 0,5 UE/mL. (21)

La Guia de la FDA establece la dosis maxima de producto que puede
administrarse y el limite de endotoxinas para cada farmaco. Estos limites han
sido calculados considerando un peso promedio 70 Kilos, y la dosis maxima de
producto a ser administrado. (21)

Los limites de endotoxinas por producto también estdn dados en las
Farmacopeas para realizar los célculos respectivos, se aplican a productos

terminados y también a materias primas.
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3.5 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece,
mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del

método cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas. (13)

La Norma COVENIN-ISO 9000:2000 define a la validacion como:

“La confirmaciéon por examen y el suministro de evidencia objetiva de que se
han cumplido los requisitos particulares para una utilizacion o aplicacién
especifica prevista”.

El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que es

apto para el propésito indicado. (2s)

La validacion de un método es un requisito primordial cuando deseamos
obtener resultados técnicamente validos, exactos y confiables. Sin embargo, el
conocimiento de la importancia de la validacion, de porqué debe hacerse,
cuando debe hacerse, y saber exactamente lo que necesita realizarse, parece
ser poco claro. A continuacion se presenta de forma breve y concisa la

respuesta a estas incognitas

¢, Qué se valida?

- Procesos:

Fundamentalmente aquellos evaluados como criticos, es decir, que puedan
causar variacion en la calidad del medicamento, asi como los procedimientos

de limpieza donde pudiera existir contaminacion cruzada.

- Métodos analiticos:

Todos los necesarios para el control del proceso y el control de la calidad.
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- Equipos y Sistemas ingenieros:

Todos aquellos que son de importancia crucial en los procesos identificados
como criticos y en los métodos de ensayos necesarios para el control de
proceso y control de la calidad, ya que es aqui donde se realizan mediciones
importantes teniendo en cuenta que estos determinan o inciden en la calidad

del producto.

¢ Por qué se valida?

Se valida porque se necesita:

- Procesos:

Demostrar que los procesos determinados para el estudio, funcionan
uniformemente, segin lo previsto, cumpliendo las especificaciones
determinadas con anterioridad en cada una de las etapas del procedimiento, en

condiciones normales de operacion a fin de comprobar que estan bajo control.

- Métodos analiticos:

Demostrar que el método de ensayo es lo suficientemente fiable como para
producir el resultado previsto dentro de intervalos definidos, proporcionando asi
un alto grado de confianza y seguridad en el método y la calidad de los

resultados.

- Equipos y Sistemas ingenieros:

Asegurar que tal como se han instalado se ajustan al disefio aprobado y a las
recomendaciones del fabricante y ademas cumplen con las especificaciones de
compra; operan de acuerdo con las especificaciones determinadas con
anterioridad y funcionan segun el uso previsto en condiciones normales de

operacion.
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¢,Cuando se valida?

Se validan cuando se presentan situaciones como:

- Procesos:

Desarrollo de nuevos procesos, modificaciones del proceso, surgimiento de
problemas en el proceso, cambios en los equipos o los sistemas que
intervienen en el proceso, cambios en los locales donde se llevan a cabo los

procesos

- Métodos analiticos:

Cambios en el método sin importar cuan pequefios sean, uso de nuevas
sustancias quimicas, uso de nuevos instrumentos, que se realicen en nuevas
instalaciones, que lo realice un analista distinto al que comunmente lo hace,

gue sea desarrollado internamente en el laboratorio.

- Equipos y Sistemas ingenieros:

La instalacién, modificacibn o cambio de ubicacion del equipo o sistema en
cuestion, la instalacion, modificacién, sustitucibon o cambio de ubicacion, de
cualquier componente del sistema o0 equipo, surgimiento de problemas en el
proceso y forme parte del estudio de las causas que originan el problema,
reparacion de los mismos, cambios en los operarios que normalmente lo
operan, sospecha de un proceso de medicién con resultados incorrectos,

pérdida de las caracteristicas metroldgicas previstas inicialmente.

¢,Donde se valida?

La validacion se realiza:

- Procesos:

En el lugar donde normalmente se llevaran a cabo los mismos, en este caso, en
los talleres de produccién donde se desarrollan los subprocesos determinados

para el estudio.
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- Métodos analiticos:

En el lugar donde normalmente se llevardn a cabo los mismos, los
correspondientes a la evaluacion del producto intermedio y demas necesarios
para el control de proceso, los correspondientes a materias primas y producto

final en el laboratorio de Control de la Calidad.

- Equipos y Sistemas ingenieros:
En el lugar donde normalmente operan los mismos durante su uso en los
respectivos procesos o durante la realizacion de un método de ensayo, segun

sea el caso.

¢, Quién valida?
Validan procesos, métodos analiticos, equipos y sistemas ingenieros las

personas que normalmente los llevan cabo y operan segun sea el caso.

¢, Como se valida?

Se valida:

- Procesos:

Evidenciando que el proceso esta bajo control estadistico en cuanto a tendencia
central y variabilidad y evaluando el cumplimiento de las especificaciones en
cada una de las etapas del proceso, al menos tres veces consecutivas. En este
caso:

- Se colocan los puntos correspondientes a los resultados de la
caracteristica de calidad pureza en las cartas de control establecidas para el
control de proceso y se evalia el comportamiento de estos puntos para
comprobar de que no existe sefial alguna de cambio especial en el proceso, es
decir, no existen causas atribuibles que afecten el correcto funcionamiento del

mismo.
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- Se evalla el cumplimiento de las especificaciones en cada una de las

etapas del proceso a validar.

- Métodos analiticos:

Evaluando la capacidad del método analitico de conservar a lo largo del tiempo
los criterios fundamentales de validacion, es decir su fiabilidad, a través de
diferentes parametros de validacion; tales como: linealidad, precision, exactitud,
especificidad/selectividad, etc. Para la evaluacion de los criterios de validacion

se tendra en cuenta dos aspectos:

- El tipo de método de ensayo

- El grado de validacién externa que posee

- Equipos y Sistemas ingenieros:

Asegurando que estos cumplan las especificaciones de compra y la informacion
escrita proporcionada por el fabricante (Cualificacion de la instalacion).
Determinando que operen de acuerdo a las especificaciones y registrando toda
la informacion y datos pertinentes para demostrar que funcionan segun lo
previsto (Cualificacion operativa) Determinando que operen segun lo previsto
haciéndolos funcionar repetidamente y registrando toda la informacién y datos
pertinentes. En el caso de los equipos, se debe ejecutar el procedimiento de
trabajo normalmente tres veces para cada uso, para los sistemas se debe poner
a funcionar estos, por veinte dias laborales consecutivos (Cualificaciéon

funcional).
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3.5.1 Tipos de validacion.

- Validacion Prospectiva:

Validacion conducida antes de la distribucion de un producto nuevo, o producto
hecho bajo un proceso de fabricacion revisado, donde las revisiones pueden
afectar las caracteristicas del producto. Se basa en el andlisis de datos
obtenidos del disefio y desarrollo de métodos nuevos.

- Validacion Retrospectiva:

Validacion de un proceso para un producto ya en distribucién basada en datos
acumulados de produccion, de prueba y de control que se tienen
documentados. Utiliza todos los resultados de los analisis y controles dentro del

proceso.

- Validacion concurrente:
Aplicada a pequefios cambios, revalidaciones o en procesos que no han sido
validados pero son utilizados normalmente como técnica de analisis. También

se aplica en los casos de nuevos fabricantes de principios activos.

- Revalidacion:

Cuando se repite parcial o totalmente una validacion debido a que se han
realizado cambios o se han suprimido partes del método y esto puede afectar la
bondad del método validado.

3.5.2 Caracteristicas analiticas usadas en la validacion de métodos
Se puede interpretar la validacion del método de ensayo como el proceso de
definir un requisito (por ejemplo un requisito analitico) y confirmar que el método

de ensayo bajo consideracién tiene capacidades de desempefio consistentes
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con lo que la aplicacién requiere. Por consiguiente, como algo implicito, es
necesario evaluar la capacidad de desempefio del método.

También, esta implicito en el proceso de validacion del método que los estudios
para determinar los parametros de desempefio del método son llevados a
cabo utilizando equipos que estdn trabajando correctamente dentro su
especificacion y adecuadamente calibrados. Igualmente, el analista que lleva a
cabo los estudios debe ser competente y tener conocimiento suficiente en el
campo de trabajo, lo que le facilita poder tomar decisiones apropiadas a partir
de las observaciones realizadas o de los progresos del estudio.

La validacion del método es necesaria ya que permite conocer los parametros
de desempefio del método y proporcionar un alto grado de confianza y

seguridad en el método y en los resultados que se obtienen al aplicarlo.

Segun las especificaciones proporcionadas por la USP, se establecen cuatro
categorias para la validacion de procedimientos, las cuales dictan diferentes

caracteristicas de validacion para cada ensayo en particular, las cuales son:

- Categoria I:
Para métodos analiticos de cuantificacibn de componentes mayores o
sustancias, drogas a granel o ingredientes activos incluyendo preservantes, en

productos farmacéuticos terminados.

- Categoria ll:
Para métodos analiticos para determinacion de impurezas en sustancias,
drogas a granel o en compuestos de degradacion en productos farmacéuticos

terminados. Estos métodos incluyen ensayos cuantitativos y pruebas limite.

- Categoria lll: métodos analiticos para determinacion de caracteristicas de

funcionamiento, por ejemplo, disolucion, liberacion, etc.



- Categoria IV: incluye todas las pruebas de identificacion.
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Los parametros requeridos para la validacion de métodos analiticos por la

USP 32 se presentan en la tabla N° 2

Tabla N° 2. Pardmetros requeridos para validacion segun USP 32

Caracteristicas | Catego- Categoria ll de Categoria Catego-

de rial de valoracion Il de rialV de

Desempefio valora- Prueba Prueba de valoracién | valora-

analitico cion delimite | limite cion
Cuant, Cualitativa

Exactitud SI SI * * NO

Precision Sl Sl NO Sl NO

Especificidad SI SI SI * Sl

Limite de NO NO SI * NO

deteccién

Limite NO Si NO " NO

de

cuant.

Linealidad Sl Sl NO * NO

Intervalo Sl Sl * * NO

* Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

Mas sin embargo como se mencion0 anteriormente las caracteristicas analiticas

de desempefio del método gel - clot para determinacion de endotoxinas

bacterianas no son las planteadas por la USP 32 para métodos analiticos ya
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que este método es netamente microbiolégico y difiere de muchos otros (en los
que se pueden obtener resultados numéricos aplicables a caracteristicas como
linealidad, exactitud etc.) en que este reporta resultados semicuantitativos ,es
decir, resultados positivos y negativos en la mayoria de sus resultados a
excepcion de los que se extraen de la prueba de confirmacion de sensibilidad
del reactivo LAL.

La guia de validacién del método LAL de la FDA (Ver anexo N°2) (21) establece
los criterios necesarios para llevar a cabo este proceso, asi la validacion de la

prueba del LAL como una prueba de endotoxina incluye lo siguiente:

1) la cualificacion inicial del laboratorio, y

2) las pruebas de inhibicién y realce.

1. Cualificacion inicial del laboratorio

Distintas metodologias se han descrito para la deteccion de endotoxinas,
utilizando lisado de amebocitos de Limulus, en la actualidad existen disponible
en el mercado diversos métodos como el coagulo de gel, cromogénico, las
técnicas de punto final turbidimétrico o cinético. Otros métodos que han sido
reportados muestran el potencial para aumentar aun mas la sensibilidad del
método del LAL.

Se debe plantear las caracteristicas requeridas para desarrollar el método
elegido en cuanto a material y equipo planteandolas en el protocolo;

verificandolas y comprobandolas previamente a los ensayos.

Se debe evaluar la variabilidad de las pruebas de laboratorio antes que las
pruebas oficiales se lleven a cabo, es decir, realizar una estandarizacion del
método y confirmar la sensibilidad del reactivo LAL. Cada analista debe utilizar

un solo lote de LAL y un lote Unico de endotoxina para realizar la prueba de
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confirmacion de la sensibilidad del reactivo LAL etiquetado, que para el método
gel clot es el que se describe en la prueba oficializada por la Farmacopea de los

Estados Unidos.

2. Ensayo de inhibicion y realce

El grado de inhibicibn o realce que muchos productos presentan al
procedimiento de LAL se determina, para cada formulacién de drogas antes de
la prueba del LAL que se utiliza para evaluar el contenido de endotoxina de
cualquier droga. Todas las pruebas de validacién se deben realizar en el
producto sin diluir o en una dilucién adecuada, las diluciones no deben exceder
la Maxima Dilucion Valida (MDV).

Por lo menos tres lotes de produccion de cada producto acabado que deben ser

probados para la inhibicion y realce.

Para la técnica gel — clot la prueba de inhibicién / realce debe llevarse a cabo de
acuerdo con las instrucciones en el apartado 85 de la USP para la prueba de
endotoxinas bacterianas, en las pruebas preparatorias (ver Anexo N°3) y tal

como se presentara posteriormente en la metodologia.

3.5.3 Documentacion de la validacion
Todas las actividades de validacion deben estar planificadas. Los elementos
clave del programa de validacion se definen y documentan con claridad en un

plan maestro de validacion (PMV) o documentos equivalentes.

3.5.3.1 Plan Maestro de Validacion
El PMV de validacion es un documento resumido, es decir, breve, conciso y

claro a cargo de la institucion debido a la complejidad, responsabilidad y
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confidencialidad que el mismo representa. Debe contener, como minimo, datos

sobre los siguientes aspectos:

- Politica de validacion.

Lineamientos a seguir para desarrollar el estudio de validacion.

- Alcance del proyecto.

- ubicacién tiempo y espacio.

-- Planificacion y calendario.

- Procedimientos de validacion

- Estructura organizativa de las actividades de validacion.

-Resumen de instalaciones, sistemas, equipos y procesos que se deben
validar.

-Caracteristicas especificas brevemente resumidas.

-Consideraciones especificas del proceso.

-Descripcion del proceso.

-Atributos del personal.

-Referencias cruzadas a los documentos.

Responsabilidades

-Preparacion del PMV

-Preparacion de protocolos y POE’S.

-Trabajo de validacion.

-Preparacion y control de los documentos.

-Aprobacion / autorizacion de los protocolos e informes en todas las etapas del
proceso de validacion.
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- Formatos para la documentacion: el formato que se emplea para los

protocolos e informes.

- Control de cambios.

Procedimiento formal que describe las acciones que se deben realizar si se
propone cualquier cambio o modificacion después de haberse efectuado la
validacion inicial.

Cuando se trate de proyectos grandes, puede ser necesario crear planes

maestros de validacion independientes.

3.5.3.2 Protocolo de Validacion.

Se elaborara un protocolo por escrito en el que se especifique el método de
validacion. Este protocolo debera ser revisado y aprobado previamente a su
empleo.

Ademas, debera especificar las etapas fundamentales y los criterios de
aceptacion.

Los posibles pasos para una validacion completa del método de ensayo se
enumeran a continuacion:

- Desarrollar un procedimiento de validacion.

- Definir la aplicacion, propésito y alcance del método.

- Definir los pardmetros de desempefio y criterios de aceptacion.

- Definir los experimentos de validacion.

- Verificar las caracteristicas pertinentes de los equipos.

- Cualificar materiales; por ejemplo patrones y reactivos.

- Realizar experimentos de prevalidacion.

- Ajustar los parametros del método y criterios de aceptacion, si es necesario.

- Realizar completamente los experimentos internos (y externos) de validacion.



83

- Desarrollar un procedimiento normalizado de operacién para ejecutar el
método rutinariamente.

- Definir los criterios para la revalidacion.

- Definir el tipo y la frecuencia de las pruebas apropiadas del sistema y las
comprobaciones del control de la calidad para la rutina.

- Documentar los experimentos de validacion y los resultados en un informe de

validacion. (24

3.5.3.3 Informe Yy certificado de validacion.

Se preparara un informe con referencias a los protocolos de validacion, que
resumira los resultados obtenidos, comentara las desviaciones observadas y
extraera las conclusiones pertinentes, incluyendo recomendaciones sobre los
cambios necesarios para corregir las deficiencias.

Todo cambio en el plan tal como se ha definido en el protocolo debera
documentarse con la justificacién correspondiente.

El informe de validacion debe incluir por lo menos la siguiente informacion:

- Proposito.

- Alcance.

- Documentos de referencia.

- Responsabilidades.

- Procedimiento.

- Datos obtenidos en la validacion.

- Andlisis de datos.

- Conclusiones.

- Recomendaciones.

- Anexos: datos crudos de validacion.
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Una vez llevada a cabo una validacion satisfactoria, se efectuara una
aprobacion formal para la siguiente fase de validacion en forma de autorizacion
por escrito denominada certificado de validacion, que debera adjuntarse al

informe de validacion.

Para que la comprension de las etapas de un proceso de validacion sea mas
clara se presenta una Metodologia General de validacion en la figura 7; en ella
se aplica la teoria ideada por Deming “Planificar-Hacer-Verificar-Actuar”
(PHVA), lo que garantiza un mejoramiento continuo del sistema de validacion
disefiado; relacionado con requisitos del Sistema de Gestion de Calidad (SGC)
de la norma I1SO 9001. @18)
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DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio:

La investigacion fué de tipo bibliografico, descriptivo y experimental.

|. Bibliogréafico: porque el proceso de investigacion se baso y fundamento
en las metodologias de andlisis estipuladas en la farmacopea de los
Estados Unidos 32 en su apartado general <85> vy en la guia de
validacion de la prueba LAL de la FDA. (Ver anexos N°2 y N°3)

II. Descriptivo: porgque se detallé el fundamento, el protocolo de analisis de
endotoxina bacteriana por el método de gel — clot, el informe de
validacion y el certificado de validacion para el producto Furosemida (20
mg) inyectable.

lll.Experimental: porque se realiz6 el proceso de estandarizacién y
validacion del método de analisis de endotoxina bacteriana de manera
experimental en las instalaciones de laboratorio de Control de Calidad

Microbiol6gica de Medicamentos de un laboratorio nacional certificado.

4.2 Investigacion bibliografica.

Se realizé una investigacion en las universidades que ofrecen la Licenciatura en
Quimica y Farmacia; Universidad de El Salvador, Universidad Alberto Masferrer
y Universidad Nueva San Salvador especificamente en las bibliotecas de sus
respectivas facultades, encontrandose Unicamente una tesis relacionada a la
determinacién de pirdgenos en inyectables de la industria farmacéutica
nacional s), en la biblioteca de la facultad de Quimica y Farmacia “Dr. Benjamin

Orozco” de la Universidad de El Salvador. Ademas se encontraron libros
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oficiales en diferentes ediciones que plantean la metodologia analitica para la
realizacion de la prueba de endotoxinas bacterianas en productos
farmacéuticos de uso humano, veterinario e insumos médicos (USP 28 y otras),
asi como libros de microbiologia general en las bibliotecas de las facultades de
quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador y Universidad Alberto
Masferrer.

Ademas se realizaron consultas a Internet.

4.3 Investigacién de campo

Universo y muestra:

4.3.1 El universo de esa investigacion fueron los productos Furosemida (20 mg)
inyectable que la industria farmacéutica produce y que esta a disposicion

en el mercado nacional.

4.3.2 La muestra fue puntual debido a que se trabajé especificamente con las
muestras producidas por Laboratorio Paill S.A de C.V.

El método de muestreo fue recolectar 3 muestras de inicio y 3 muestras de
final de produccioén, por cada uno de tres lotes de dicho producto para cada

analista que realice el ensayo.

- Métodos, técnicas e instrumentos

El método de andlisis de endotoxina bacteriana fue el método gel — clot
presentado como metodo oficial en la USP 32 (Ver anexo N° 3) para la prueba
de endotoxinas bacterianas en productos farmacéuticos de uso humano y

veterinarios e insumos médicos.
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Los andlisis se realizaran en los laboratorios de control de calidad
microbiolégica de un laboratorio nacional certificado, institucion que
proporcionara los reactivos, materiales y equipo necesario para la realizacion de

la prueba.

Como instrumento de recoleccibn de datos se utilizaron cuadros que
permitieron un analisis claro de los resultados bajo el siguiente formato o bajo

uno gue se acople mejor para dicho fin. (Ver anexo N°4)

4.4 Parte experimental

4.4.1 Revision del plan maestro de validacion (19) (26)

El PMV es la planificacion formalizada para realizar los estudios de validacion.
Antes de empezar el proceso de validacion se reviso y estudio el PMV para
recopilar todos los elementos necesarios e implicados en el proceso de
validacion tales como formatos de protocolos, inform2es, comité de validacion,
politica de validacion, alcance etc. Este documento esta bajo el cargo del area
2de aseguramiento de calidad y del area de control de calidad del laboratorio en
el que realizara la validacion del método, por lo que la revision del mismo se

realizo previa autorizacion y bajo la supervision de las areas competentes.

4.4.2 Elaboracion del protocolo de validacion (i) (13) (17)

Es el documento que indica cdmo se realizard la validacion, incluyendo
parametros de prueba, caracteristicas de producto, equipo de fabricacion, y
puntos de decision en lo que constituye un resultado de prueba aceptable.

El protocolo de validaciéon especificd la siguiente informacién y se desarrollo

bajo el siguiente formato:
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- Titulo

"Validacion del método de analisis”

- Justificacion del método
Justifico la eleccion del método en comparacién a otros, enuncia ventajas y

desventajas comparativas.

- El propdsito y el alcance
Establecio el propdsito de la validacion en términos de evidenciar la calidad del
producto, entre otros; ademas se establecid el alcance que se obtendra de la

misma.

- Responsabilidades y competencias del equipo de trabajo
Describié quienes son los responsables de ejecutar el procedimiento de

validacion, la formacion del equipo de trabajo y las competencias respectivas.

- Cualificacion del equipo
Incluyé las caracteristicas minimas que debe tener el instrumental para el
desarrollo del método y la prueba de que el equipo que se usara cumple con

todos los requisitos.

- Cualificacion del funcionamiento instrumental
Debe demostrarse en esta seccidn que los instrumentos que se han utilizado en
la validacion del método funcionan correctamente y por lo tanto los resultados

son fiables.

- Marca, modelo y manual del fabricante
- Modificaciones

- Calificacion de la instalacion y de la operacion



91

- Programas de calibracion

- Cronogramas de mantenimiento

- Validacion del método analitico

- Descripcién del método de muestreo.
Se desarrollaron las instrucciones precisas de como realizar el muestreo, el

tipo de muestreo y los elementos y referencias para realizarlo.

- Pardmetros analiticos a estudiar
Se plantearon las caracteristicas de desempefio que se evaluarian vy el
Procedimiento para evaluarlas; experimentos para cada parametro. Ademas de

la base de eleccion de los mismos.

- Descripcién del método analitico.
Se describié del método de forma que pueda ser seguido por un analista que no

tenga entrenamiento especial en este método analitico.

- Reactivos y solventes.

Lista de materiales y equipos

- Procedimientos

Método de ensayo normalizado y documentado.
- Calculos. Andlisis estadistico o formulas
- Criterios de aceptacion.

Criterio de aceptacion para cada parametro de desempefio (los criterios de

aceptacion no pueden ser cambiados para ajustarse a los datos) establecidos.
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- Estudio de los resultados.
Se describi6 un formato de recoleccion de datos crudos de validacion, con
referencia a los parametros fijados en b) y siguiendo el procedimiento descrito

en e) y comparandolos con los criterios fijados en H.

- Conclusiones.
Se decidi6 segun los resultados obtenidos en el numeral anterior, si el método

es valido o si por el contrario no reune todos los requisitos necesarios.

- Certificado de validacion.
Es el documento que prueba que el método ha sido validado, cumpliendo todos
los criterios de aceptacion que previamente le han sido exigidos. Fue firmado

por el equipo de validacion y el comité de validacion.

4.4.3 Lineamientos de la USP 32 sobre material y reactivos (11)

4.4.3.1 Material.
Todo el material empleado en la prueba, debié estar libre de endotoxinas.
Para material de vidrio, se utilizaron ciclos de esterilizacidon/despirogenizacion

con calor seco a una temperatura de al menos 250°C.

4.4.3.2 Preparacion de reactivos:
Todas las operaciones de la prueba se llevaron a cabo en condiciones
asépticas, para evitar cualquier contaminacion bacteriana. Se

reconstituyeron los reactivos solo al momento de ser utilizados.
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- Control estandar de endotoxina (CEE):

Se reconstituyo con el volumen de agua reactivo LAL indicado en el
membrete, se agitdé vigorosamente sin interrupcidon en un agitador tipo
vortex durante 1 minuto por intervalos de 30 - 60 minutos.

Se utilizo esta soluciébn concentrada para preparar las diluciones seriadas
adecuadas, conservar entre 2-8 °C por no mas de 14 dias.

Para realizar las diluciones subsecuentes se dejo que la solucién
concentrada alcance una temperatura de 20-25 °C y se agito vigorosamente por
lo menos durante 3 minutos antes de usarse. Cada dilucion debe agitarse
por lo menos durante 30 segundos antes de continuar con la siguiente
dilucion. No conservar las diluciones, debido a que hay pérdidas de actividad

por absorcién, a menos que existan datos que soporten lo contrario.

- Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL).
Se reconstituyo con el volumen de agua reactivo LAL indicado en el
membrete. Se mezclo suavemente hasta disolucibn completa. No agitar y

evitar la formacién de espuma.

4.4.4 Ensayos preliminares segun USP 32y guia de validacion FDA (ver
anexo N°2y N°3)

La validez de los resultados obtenidos de la determinacion de Endotoxina
bacterianas, requieren de una demostracion adecuada de que el material de
prueba al cual se le aplica este método, no inhibe ni aumenta la reaccion,
ademas de no causar otro tipo de interferencia con la prueba, por lo que
se realizard la verificacion de la sensibilidad del LAL y la prueba de

Inhibicién y realce, como se describe posteriormente.
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La validacion debe repetirse si existen cambios en el reactivo LAL o0 en
los procesos de manufactura o formulacion del material de prueba.
Se realizaran minimo 2 ensayos por lote, uno por cada analista. El nUmero de

replicas sera el que indica la USP para cada fase ensayos.

444.1 Verificacion de la sensibilidad del LAL

Se debe confirmar la sensibilidad del reactivo usando al menos un vial del lote
del reactivo LAL.

Empleando un solo lote del CEE, se prepararon series de diluciones de la
endotoxina, utilizando un factor de dilucién 1:2 para dar concentraciones de 2A,
A, 0,5A y 0,25 A. (ver anexo N°5) Donde A es la sensibilidad declarada en la
etiqueta.

Se realizo la prueba de LAL por cuadruplicado utilizando las cuatro
concentraciones del CEE y se incluyo un control negativo en cada
determinacion.

La media geométrica debe ser mayor o igual a 0.5 A y menor o igual a 2 A para

confirmar la sensibilidad declarada.

La confirmaciéon del lisado se realiza cada vez que se adquiera un nuevo

lote de reactivo LAL y antes de ser usado en la prueba.

Se prepararon los tubos segun el procedimiento de preparacion de tubos.
Se calculo la media geométrica del punto final de la concentracion de
endotoxina, en el material de prueba, como se describe en célculos e

interpretacion.
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Esta prueba no seria valida a menos que las soluciones A y D no muestras en
ninguna reaccion y el resultado de la solucion C confirme la sensibilidad
declarada en la etiqueta.

Si la sensibilidad del lisado determinada en presencia de la solucién de muestra
en analisis de la solucién B no es menos de 0.5 A y no es mayor de 2 A, la
solucién de muestra no contiene factores que interfieran en las condiciones
experimentales utilizadas. En caso contrario, la solucion de muestra que se va a

examinar interfiere con la prueba.

4.4.4.2 Procedimiento general de preparacion de tubos.

Mezclar volumenes iguales (0.1 mL) de cada una de las soluciones preparadas
con el reactivo de LAL(0.1 mL) en los tubos y agitar durante no menos de 30
segundos e incubar en bafio Maria a 37°C + 1°C, durante 60 * 2min. Una
vez iniciada la incubacion evitar vibraciones y mantener en reposo

absoluto todos los tubos de prueba.

4.4.4.3 Interpretacion de resultados.

Al finalizar el periodo de incubacion, se tomaron cuidadosamente cada tuboy
se invirtié lentamente hasta 180°. Un resultado positivo (+) se caracteriza por la
formacién de un gel firme que mantiene su integridad cuando se invierte el
tubo. Un resultado negativo (-), se caracteriza por la ausencia de un gel firme o
por la formaciéon de una masa viscosa que no mantiene su integridad cuando se

invierte el tubo.
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4.4.5 Andlisis del producto Furosemida (20 mg) inyectable.

4.45.1 Preparacion de las soluciones de muestra

Se usaron tres muestras de inicio y final de produccion de tres lotes diferentes
del mismo producto, se realizo un pool con una muestra de inicio y final para
cada serie de analisis. El pH debe encontrarse en el intervalo de 6,0-8,0, o

bien al pH especificado en la monografia individual correspondiente.

4.4.5.2 Determinacion de la maxima dilucion valida (MDV) (11

La MDV es la dilucion méaxima permitida de una muestra a la que se le puede
determinar el limite de endotoxina. Se aplica a soluciones inyectables o
soluciones de administracion parenteral en la forma reconstituida o diluida para

administracion. Se calculard la MDV del producto segun la siguiente ecuacion

general:
MDV (Limite de endotoxina X concentracion de la solucion de muestra)
A
Donde:

A = sensibilidad del reactivo LAL declarada en la etiqueta.

Dado que:
- El limite de endotoxina para el producto es no mas de 3.6 UE/mg
- La concentracion de la solucion es 20 mg/mL.

- La sensibilidad a utilizar sera 0.125 UE/ml.

(3.6 UE/mg X 20 mg/mL)

MDV =
0.125 UE/mL

MDV =576
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La MDV que se puede utilizar serd de 1:512, por factor de dilucion 1:2.

4.45.3 Prueba de factores de interferencias Inhibicién y realce.

Se realizé la prueba en alicuotas del material de prueba y en las
diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512 no excediendo la
MDV.

Para realizar esta determinacidn se prepararon las siguientes series de trabajo:

A) Solucién de muestra de la preparacion en andlisis.
Material de prueba y diluciones del material de prueba sin adicion de

Endotoxina. Por cuadruplicado cada una.

B) Prueba de interferencia.
Material de prueba y diluciones adicionadas de endotoxina y cuyas

concentraciones finales deben ser de 2A, A, 0,5 Ay 0,25 A. Por cuadruplicado

C) Control de sensibilidad declarada en la etiqueta del reactivo LAL.
CEE diluido en agua, cuyas concentraciones finales deben fueron 2A, A, 0,5Ay
0,25 A. Por duplicado.

D) Control negativo de agua reactivo para LAL.

Agua reactivo para LAL en igual volumen. Realizar por duplicado

446 Analisis estadistico de los resultados

4.46.1 Calculos:

La media geométrica de la concentracién del punto final es la sensibilidad
medida del reactivo LAL (en UE/mL)
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Se llama punto final al dltimo punto en el cual se lee un positivo. A este punto
final se le calcula el logaritmo. Una vez se tengan los respectivos logaritmos se
halla la sumatoria () y luego el promedio (X).

Con el valor del promedio (X) se calcula el promedio geométrico (GM) de la

siguiente forma:

GM= antilog. X

La media geométrica debe encontrarse en el intervalo de 0,5\ a 2,0 A (0.5-
0.125 UE/mL) para confirmar la sensibilidad declarada en la etiqueta y ser

utilizado en las pruebas. (1)

Los resultados fueron presentados en cuadros bajo el formato que se adecué a

la prueba para facilitar su comprension (ver anexo N°4)

4.4.6.2 Parametros de desempefio (21)

Los parametros de desempefio que se estudiaron no son iguales a los definidos
por la USP para otros métodos analiticos dado que para este método
microbioldgico se debe evaluar segun la guia de validacion de la FDA:

La cualificacion del laboratorio (material y equipo) que se realiza durante la
elaboracioén del protocolo de validacion

4.4.6.2.1 La sensibilidad del reactivo LAL
Por medio de la prueba de confirmacion de sensibilidad empleando las
diferentes diluciones de endotoxina para determinar el punto final. Se debe
calcular la media geométrica del punto final que debe encontrarse en el

intervalo de 0,5A a 2,0 A para que los resultados sean validos.
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4.46.2.2 La prueba de interferencias / inhibicién o realce

Se confrontan especificamente los resultados de la solucién B , dado que la
solucion B contiene la confirmacion de sensibilidad es decir, el CEE en
diferentes diluciones; en la cual se espera la formacion de gel por la presencia
evidente de endotoxinas. Los resultados solo deben ser positivos en presencia
de CEE a una concentracion no menor que la sensibilidad declarada en el tubo
B para demostrar que la muestra no contiene factores que interfieran en las

condiciones experimentales utilizadas.

De esta manera al cumplirse con estas condiciones en ambos pardmetros se
considerara valido el método de analisis.

Para que el producto bajo analisis se considere libre de endotoxinas debe
cumplir en la prueba de limite de coagulacion que las soluciones A y D sean

negativos y que los tubos B y C sean positivos.

4.4.7 Elaboracion del informe de validaciéon
Este documento incluyo una sintesis del protocolo de validacion del método
analitico incluyendo un resumen de los aspectos mas relevantes como la
descripcion del método de analisis, los criterios de aceptacion, los parametros
de desempernio, el estudio de los resultados. Se realizé en él una discusion de
los resultados mediante la cual se obtuvieron las conclusiones que indicaron si

se acepta o se rechaza la validacion.

4.4.8 Certificado de validacion.
Este es el documento formal de aprobacién del proceso de validacion, este

documento fue firmado por las personas responsables de la validacion tales
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como lo especifica el protocolo de validacion. En este se incluyo un resumen de
los resultados obtenidos bajo los pardmetros requeridos y se anexdé al final del

informe de validacion (3) @)



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS



102

5.0 RESULTADOS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

5.1 Desarrollo del protocolo de validaciéon para la prueba de endotoxina
bacteriana por el método Gel — Clot del producto Furosemida (20mg)

inyectable.”

Se desarrolld6 el protocolo de validacion para la prueba de endotoxina
bacteriana por el método Gel — Clot del producto Furosemida (20mg) inyectable
siguiendo los lineamientos planteados en la metodologia y ajustandolo a los

requerimientos internos de Laboratorios Paill.

A continuacion se desarrolla el contenido del protocolo.

- Propésito y alcance:

Se establecio el proposito de desarrollar la validaciéon del método de analisis
dentro del laboratorio que es demostrar que el método de ensayo para la
deteccion de endotoxinas bacterianas es el adecuado para producir resultados
confiables y seguros durante la ejecucion rutinaria del mismo y al mi2smo
tiempo garantizar que el producto cumple la ausencia de endotoxinas como

requisito dado por la USP para la fabricacion de productos inyectables.

- Justificacion del método:

El método gel — clot permite determinar la presencia y concentracion de
endotoxinas en formas farmaceéuticas parenterales, productos biologicos,
veterinarios, material médico, materias primas, agua para uso en inyectables,
etc. Ademas de ofrecer como ventajas su rapidez, especificidad, facilidad de
realizacion, requerimientos mas sencillos y de menos costos por su utilizacién

de volumenes minimos de reactivos y muestras, ademas de proveer resultados
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confiables en corto tiempo, con menor susceptibilidad a la inhibicion y alta
sensibilidad para la deteccion de endotoxinas bacterianas.

- Responsabilidades y competencias:

Se establecié que el gerente de Aseguramiento de Calidad del laboratorio seria
el area a la que le competeria autorizar el proceso, se formo un equipo que
estaria a cargo de la realizacion de las pruebas, asi como de planificar y
desarrollar el proceso, la revision y aprobacion de los documentos relacionados,
bajo criterios propios del sistema de calidad que se implementa dentro del

laboratorio mismo.

- Cualificacion de area, equipo y elementos requeridos

Area de validacion: area de andlisis de esterilidad del laboratorio nacional

certificado el cual cuenta con los siguientes requisitos

Figura N°8. Area de anélisis de esterilidad del Laboratorio nacional certificado.
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Continuacién Figura N°8.

Cuadro N°1 Caracteristicas, requisitos y verificaciébn de requisitos de area de

validacion.
Caracteristica Requisito Verificacion de requisito
Temperatura 18-23°C Rango de temperatura de vy
humedad establecido por el
Humedad Relativa 30 -60 % laboratorio seguin Norma oficial

Mexicana NOM-059-SSA1-2006,
registrado en bitacoras 2 veces al
dia RPEO-08-5.01-03/00

Ver figura N°9

Limpieza y sanitizacién | Limpieza de 4é&reas con | Realizada segun PEO -07-7.04-
de areay equipos rotacion de desinfectantes | 03/02, con frecuencia de 2 veces
de superficies para | por semana.

eliminacion eficaz de carga

bacteriana en superficies




Continuaciéon Cuadro N°1
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Céamara de flujo laminar

Con HEPA de

99.99% eficiencia.

filtros

Ambiente

Monitoreo ambiental de

particulas  viables  con
muestreador de aire MAS

100

Comprobacién de funcionamiento
de filtro y condiciones ambientales
de area (monitoreo pasivo y activo
segln

requerimientos internos)

por monitoreo de particulas
viables con muestreador de aire

MAS 100 segun PEO PEO-07-

7.16-01. Ver figura N° 10

Temperaturay Humedad Relativa por dia
- 60 55 Humedad
< 5 Relativa
= 50 a5 Permitida =
45 45
= 30 - 60 %
o
- 40
m
=
@
E 30
=]
I 4 A 4
.;'? 20 — 18- L 19= L Temperatura
a permitida =
i 18-23°C
£ 10 -
m
-
f=9
5 0 -
= lunes martes  miercoles  jueves viemes
M Temperatura (°C)
Dias de medicion
H Humedad (24)

Figura N°9 Medicién diaria de Temperatura y Humedad Relativa en area de
analisis de validacion
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Figura N° 10. Equipo muestreador de aire MAS 100 NT

Posterior a verificacion de los requerimientos de area se inicio con la

verificacion del instrumental requerido y las caracteristicas del mismo.

- Estufa de calor controlado
Capacidad de calentamiento hasta 250 + 1°C para efectuar el proceso de

despirogenizacion de material

- Maquina de bafio de agua
Capacidad de temperatura de 100 = 2°C para incubacion de las series

preparadas.

- Termémetro
Rango definido de medicion de 100°C minimo con exactitud de 0.1 °C para

medicion de temperatura de bafo de agua.
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- Camara de flujo laminar
Con filtros HEPA de 99.99% eficiencia.

- Cualificacién del funcionamiento instrumental:
En vista de la usencia de calificaciones tanto de instalacién (IQ) como de
operacion (OQ) y desempefio (PQ) se recopilo informacién a través de los

registros internos a fin de comprobar el correcto funcionamiento de los mismos.

Una vez definidas las caracteristicas requeridas en los materiales e
instrumentos especificos se procedid a realizar la cualificacion de su
funcionamiento a través de los registros de calibracion, mantenimiento o
registros internos a fin de comprobar el correcto funcionamiento de los
instrumentos a emplear ya que en ese momento no se contaba con la
cualificacion de instalacion (1Q), calificacion de desempefio (PQ) y cualificacién

de operacion (OQ) de los mismos, por las entidades competentes.

Cuadro N°2 Requisitos y verificacion de requisitos de equipos e instrumentos

implicados en la realizacion de los ensayos.

Instrumento/ elemento Requisito Verificaciéon del requisito
requerido
Estufa de calor Capacidad de calentamiento | Ciclo efectuado segin PEO-05-
controlado hasta 250 + 1°C para | 5.11-05/17 y bajo un programa
efectuar proceso de | de mantenimiento y calibracion
despirogenizacion de | con trazabilidad a NIST.
material
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Instrumento/ elemento

requerido

Requisito

Verificacion del requisito

Maquina de bafio de

Capacidad de temperatura

agua de 100 + 2°C para
incubacion de las series
preparadas.

Termdmetro Rango definido de medicién

de 100°C minimo con
exactitud de 0.1 °C para
mediciéon de temperatura de

bafio de agua.

Precalentamiento de bafio y
estabilizacion de temperatura
con 30 minutos de anticipacion
como minimo a la utilizacién del
mismo, registro diario de
temperatura de bafio en RPEO-
05-4.10-04/13.

Ver figura N° 11

Céamara de flujo laminar

Con filtros HEPA de 99.99%
eficiencia.

Verificacibn de funcionamiento
de filtro por monitoreo de
particulas viables con
muestreador de aire MAS 100
segun PEO PEO-07-7.16-01.

Tiemperatura °C

40
35
30
25
20
15
10

Medicidn de temperatura por dia

. 3% 3% 3% 3%  3&

lunes

martes miercoles jueves

Dia de medicion

viernes

Figura N° 11 Medicion diaria de temperatura de bafio maria, registros tomados

de RPEO-05-4.10-04/13.
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- Validacion del método

En esta parte se establecieron los puntos fundamentales del proceso:

- Descripcién del método de muestreo

El muestreo se realizo bajo los criterios de toma de muestra para analisis
microbiolégico establecido por el laboratorio realizado por el personal de
controles en proceso tomando 3 muestras de inicio y final de produccién de

cada uno de tres lotes diferentes de produccion.

- Pardmetros analiticos a estudiar
Los parametros necesarios para establecer la valides del método segun la guia
de validacion del método de la FDA y la metodologia dada por la USP 32; y los
cuales fueron tomados en cuenta para realizar dicho proceso son: demostrar
qgue el reactivo LAL cumpla con la sensibilidad que declara en su etiqueta y
certificado usando por lo menos un vial del lote de reactivo, ademas de
demostrar que el material de prueba no inhibe ni aumenta la reaccién, ni causa

otro tipo de interferencia con la prueba.

- Descripcién del método analitico
El fundamento del método que es detectar la presencia de endotoxinas por el
incremento de la densidad Optica detectada por la formacién de un gel o
coagulo insoluble que se desarrolla al combinarse el lisado de amebocitos de
Limulus polyphemus con las endotoxinas bacterianas bajo condiciones

especificas de tiempo y temperatura (1 horay 37 °C)

- Reactivos y solventes
Previo a una verificacion de lotes para la combinacion correcta de Control

Estandar de Endotoxina y Reactivo LAL especificada en certificados de analisis
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del fabricante a fin de obtener una relacién de potencia definida entre ambos se
eligieron los siguientes lotes de los mismos; de lo contrario no se obtendrian

resultados que sustenten el proceso de validacion.

- Control Estandar de Endotoxina (CEE) Escherichia coli de 0.5 pg/vial;
lote: 121 (equivalente a 500 ng/vial). Ver anexo N°6

- Agua grado despirogenada para prueba de pirégenos; lote: 314-3665. Ver
anexo N°7

- Reactivo LAL con sensibilidad de 0.125 UE/mL; lote: 510-02-528. Ver

anexo N°8

Ademas se establecieron los materiales requeridos para el desarrollo del
proceso tales como: alcohol isopropilico 70% , guantes, jeringas estériles de 1,
5 y 10mL de capacidad, mascarilla desechable, papel absorbente, papel
parafilm, reloj, traje estéril, gorro y zapateras, tijeras, balones volumétricos de
10 ml despirogenados y tubos de 10 x 75 mm despirogenado. Los que son
ingresados al &rea respectiva a través de una ventana de aislamiento de

materiales denominada “trampa”.

Antes de iniciar con los procedimientos se realizaron los célculos de Maxima

Dilucion Valida y las Cascadas de dilucion del Estdndar de Endotoxina:

La Maxima Dilucion Valida (MDV) es la dilucibn maxima permitida de una

muestra a la que se le puede determinar el limite de endotoxina.

Se calculo a partir de la ecuacion general:

(Limite de endotoxina X concentracién de la solucidén de muestra)

MDV
A
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Donde:
A = sensibilidad del reactivo LAL declarada en la etiqueta y para este
caso 0.125 UE/ml.
Concentracion de muestra = 20 mg/mL

Limite endotoxina = no mas de 3.6 UE/mg de Furosemida

MDV = (3.6 UE/mq) (20 mg) =576
0.125 UE/ml

Es decir, se puede utilizar hasta una dilucion de 1: 512 por factor de dilucion
1:2.

A continuacién se efectu6 la cascada de diluciones del Control Estandar de
Endotoxina.

Cada vial rotula 2,500 UE/vial.

Reconstituido con 2.5 mL para obtener 1,000 UE/mI. Ver anexo N°10
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1,000 UE/mL

}

0.5 mL === 10.00 mL

!

05mL == 1000 mL

!

1.0mL == 10.00 mL (0.25 UE/mL) 2A

025 UE/mL (2A)

!

1.9mML =——p 3.0mL (0.125 UE/ML) A

tomL == 30mL (006 UE/mL)0.5A

!

1.omL == 30mL(0.03 UE/mL)0.25A

- Verificacion de la sensibilidad del LAL
Se debe confirmar la sensibilidad del reactivo usando un vial del lote del

reactivo LAL.

Empleando un solo lote del CEE, se prepararan series de diluciones de la
endotoxina, utilizando un factor de dilucién 1:2 para dar concentraciones de 2A,
A, 0,5A y 0,25 A segun la cascada de diluciones antes desarrollada. Donde A es

la sensibilidad declarada en la etiqueta.

Se indico realizar la prueba de LAL por cuadruplicado para cada una de las
cuatro concentraciones del CEE. Incluyendo un control negativo para la

determinacion.
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- Dilucién de trabajo

Antes de realizar las pruebas de validacion se indico que se debe proceder a
preparar un pool de cada lote de producto, uniendo 1 mL en un tubo apirdgeno
del contenido de las muestras de inicio y final de produccion, esto para los tres
lotes de manera individual en sesiones diferentes, por cada uno de los

analistas.

Luego se indico realizar una serie de diluciones de la muestra: 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512 que seran las que junto a la muestra sin
diluir se trabajaran en la siguiente prueba para encontrar la dilucion de trabajo
adecuada para emplearse en la prueba de limite de coagulacién de la muestra
gue es la que se ejecuta como ensayo de rutina. Se indico usar esas diluciones
por su facilidad de preparacion y porque ademas se pretende encontrar una
dilucién de trabajo en la menor dilucién posible a fin de no incrementar los

gastos en la preparacion de una dilucién alta para ejecutar el ensayo de rutina.

- Prueba de factores de interferencia
Se indico preparar las siguientes series de trabajo, que corresponden a la

metodologia dada por la USP 32:

A) Solucién de muestra en andlisis.
Muestra directa y serie de diluciones preparadas 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256 y 1:512 (0. 1 mL de c/u) sin adicién de endotoxina.

Realizar por cuadruplicado cada tubo.

B) Prueba de inhibicién / realce
Muestra directa y serie de diluciones preparadas 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256 y 1:512 (0.05 mL de c/u) adicionando endotoxina
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cuyas concentraciones finales deben ser de 2A, A, 0,5 Ay 0,25 A (0.05 mL
de c/u). Realizar por cuadruplicado cada tubo. Cada dilucién se debe
probar con cada concentracion de Control Estandar de Endotoxina
preparado.

C) Control de sensibilidad declarada en la etiqueta del reactivo LAL o
control positivo.

CEE diluido en agua, cuyas concentraciones finales deben de ser 2A, A,

0,5\ y 0,25 A. Realizar por duplicado cada tubo.

D) Control negativo de agua reactivo para LAL.

Agua despirogenizada. Realizar por duplicado cada tubo.

Tabla 1. Preparacion de Soluciones para la Prueba de InhibicionPotenciacion para Téenicas de Coagulacion

Concentracion de Endotoximy/

Solucton a la que se Agrega Factor de Concentracion Inicial — Nimero de

Solugion Endotoxina Diluyente Dilucion de Endotoxina Repeneiones
A ninguna/solucion de muestra — — — 4
B 2h/solucion de muestra solucion de muestra I 2 4

2 I 4

4 0,5k 4

8 0,25, 4

: 2h/agua para BET Agua Reactivo para I 2L 2
LAL 2 I 2

4 0,5 2

§ 0,25 2

o ninguna/Agua Reactivo para — — — 2

LAL

* Solucibn A: una solucion de muestra de la preparacion en andlisis que est exenta de endotoxings detectables,
" Solucidn B: prueba de interferencia.

© Solucion C: control de In sensibilidad declarada en a etiqueta del Reactivo LAL.

* Solucidn D: control negativo de Agua Reactivo para LAL,

Figura N° 12 Preparacion de soluciones para prueba de interferencias
tomado de Apartado General <85> USP 32
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- Procedimiento general de preparacion de tubos.

El procedimiento general para llevar a cabo el ensayo es mezclar volumenes
iguales de cada una de las soluciones preparadas (0.1 mL) con el reactivo de
LAL en los tubos, taparlos con papel parafilm e incubarlos en bafio de agua a
37°C = 1°C, durante 60 * 2min. Una vez iniciada la incubacion evitar

vibraciones y mantener en reposo absoluto todos los tubos de prueba.

¥ .
4 i
+ 7 = § & _ -
0.1mL 04mL Tapar con Incubar 37°C + 1°C,
soluciones reactivo papel durante 60 + 2Zmin
preparadas LAL parafilm

Figura N°13 Procedimiento general de preparacion de tubos para ensayo.

- Interpretacion de resultados
Se indico la manera adecuada de realizar las lecturas de los tubos una vez
transcurrido el tiempo de incubacion: tomar cuidadosamente cada tubo e
invertirlo lentamente hasta 180°C. Un resultado positivo (+) se caracteriza por la
formacion de un gel firme que mantiene su integridad cuando se invierte el
tubo. Un resultado negativo (-), se caracteriza por la ausencia de un gel firme o
por la formacion de una masa viscosa que no mantiene su integridad cuando se

invierte el tubo.
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L___HP | Resultado positive:
' gel fimme
Lk Resultado negativo:

| —

" Ausencia de gel finme o
' formacion de masa

Transcumde €] tiempo vizeoza

de mcubacion mvertir
los tubos 180 *

Figura N° 14 Esquema de interpretacion de resultados.

- Prueba de limite de coagulacién de la muestra
Se indicO preparar las siguientes soluciones por duplicado, tal cual lo indica la
metodologia de la USP 32

A. Solucién de ensayo
Solucién de trabajo o muestra directa segun el resultado de la prueba de

interferencias.

B. Control positivo del material de prueba o interferencias.
Soluciéon de trabajo o muestra directa segun el resultado de la prueba de

interferencias mas endotoxina, a una concentracion de 2A.

C. Control positivo

Agua desmineralizada.

D. Control negativo de agua reactivo para LAL.

Agua despirogenizada.
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Tabla 2. Preparacion de Soluciones para la Prueba de Limite de
Coagulacion

Concentracion de Endotoxima’Solu-  Nigmero de
cwm a la que se Agrega Endotoxma Repeti-

Solucion® clones
A nmguna/solucion de muestra diluida 2
B 2i/solucion de muestra dilusda 2
C 2i/Agua Reactivo para LAL 2
D nmguna’Agua Reactovo para LAL 2

" Preparar la Solucibn A v la Solucion B de control positive del producto
utilizando una dilncion no mavor que la MDV v tratamientos como se ndica
en la Prueba de Factores de Interferencia para las Tecnicas de Coagnilae fin
en Pruebas Preparatoras para fos TEcenicas de Coagulaciin. Las Soluciones
B v C de control positivo contienen la preparacion de endotoxina estindar
a una concentracion que corresponde al doble de la sensibildad declarada en
la etiqueta del Reactivo LAL. La Soliciin D de control negativo es Agua
Reactivo para LAL.

Figura N° 15 Preparacion de soluciones para prueba de limite de coagulacién
tomado de Apartado General <85> USP 32

- Calculos

Se emplea el calculo dado por la USP para calcular la sensibilidad del reactivo
LAL, determinando el valor medio de los logaritmos de la concentraciéon en el
punto final y luego el antilogaritmo del valor medio.

La media geométrica de la concentracién del punto final es la sensibilidad
medida del reactivo LAL (en UE/mL)

Se llama punto final al dltimo punto en el cual se lee un positivo.

- A este punto final se le calcula el logaritmo.

- Una vez se tengan los respectivos logaritmos se halla la sumatoria (%) y luego
el promedio (X).
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- Con el valor del promedio (X) se calcula el promedio geométrico o media
geométrica (GM) de la siguiente forma:

GM= antilog. X

- Criterios de aceptacion
Se establecieron los criterios para la pruebas realizadas a fin de tener en cuenta

los resultados esperados para dar como valido el método

- Prueba de interferencias
Las soluciones A y D no deben mostrar ninguna reaccion y el resultado de la
solucion C debe confirmar la sensibilidad del reactivo declarada en la etiqueta.
Ademas la sensibilidad del lisado determinada en presencia de la solucién de
muestra en andlisis de la solucion B debe estar en el rango de 0.5 Ay 2 A para

confirmar la sensibilidad declarada en la etiqueta.

- Prueba de Limite de coagulacion de la muestra
Ambas determinaciones repetidas de las soluciones B y C deben ser positivas y
la solucibn D debe ser negativa y la preparacion en analisis cumple con la
prueba si se obtiene un resultado negativo en ambos tubos que contienen la

solucién A.

- Estudio de los resultados
Para el estudio de los resultados se deben recolectar los datos obtenidos de
manera clara y para los cuales se establecieron los siguientes formatos en la

ficha de recoleccién de datos.



Cuadro N° 3 Recoleccién de datos para confirmacion de sensibilidad.

NO

réplicas

de

2\

0.5A

0..25 A

Cuadro N° 4 Recoleccién de datos para prueba de interferencias.

Serie A Serie B Serie C Serie
Mx o] 051025 |2 |A|05]|025 |D
dilucion A A A

Mx Mx

Y Y

1/4 Ya

1/8 1/8

1/16 1/16

1/32 1/32

1/64 1/64

1/128 1/128

1/256 1/256

1/512 1/512

119
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Cuadro N° 5 Recoleccion de datos para prueba de limite de coagulacion

de la dilucion de trabajo.

Resultados
soluciones esperados
N° de
réplicas
P A B C AlB|c|D
1
- + + -
2
- + + -

A continuacién se presenta el Protocolo de validacion realizado:
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Protocolo de Validacion de la prueba de endqoioxina
bacteriana por el método Gel-Clot para el producto
Furosemida PL 20mg/2 mL Solucién inyectable

LABORATORIOS
COPIA
| AUTORIZADA

CEARTAMENTO DE Protocolo N° PVE™ Cu (/T
SCROBIOLOGIA ‘

i

Referencia: Gula de validacion de la prue Ya .~ Jisa. o de amebocitos de Limulus como ja
prueba de endotoxinas de proc \« ‘os ter. ginados para uso parenteral en humanos y

animales, product *hio, "\ jcos v dispositivos médicos; de fla FDA,

Redactafio ¢\ Revisado por: Aprobado por: '

42 0 G

uTo

(Analista Microbiolégico) (Jefa de Microbiologia) (Gerente;/A. de C.)

Primer Laberatorio Salvadorefo Certificado por ISO 9001:2000




1. PROPOSITO Y ALCANCE:

El propésito de la validacion de este método de analisis de control de calidad es
demostrar que el método de ensayo para la deteccion de endotoxinas bacterianas
es el adecuado para producir resultados de confiables y seguros durante la
gjecucion del mismo.

Ademas de garantizar que el producto inyectable Furosemida PL cumple don este
requisito exigido por las normativas de fabricacion para productos parenterales.

2. JUSTIFICACION DEL METODO:

La prueba de endotoxina bacteriana por el método Gel Clot es el ensayo ¢'*“sic \ ™
el méas elemental entre los métodos del LAL, permite determinar la v'esinjay
concentracion de endotoxinas en formas farmacéuticas parente! | %s, ° ‘oductos
biolégicos, veterinarios, material médico, materias primés, 8, Ua ara usc en

inyectables, etc.

El ensayo se puede desarrollar de forma cuan. &t © j(e sayo de coagulacién) o
semi-cuantitativa (ensayo fimite). Produ .\ resttados binarios, positivo (+) o
negativo (-).Un tubo es positivo cuanc *“el _ ) permanece intacto después de que
se invierte cuidadosament\ u ,angu.. de 180° cualiquier otra condicién es
Interpretada como negatisa.

Este método ofrecy i\ sig \ie )és ventajas: es répido, especifico y facil de realizar,
implica un equ ‘vam. Yn = nés sencillo y menos costose ademas de la utilizacion de
volliimenes —in: © \s ue reactivos y muestras, obtencién de resultados confiables y
ep ric die 0 o (1 hora). Es menos susceptible a inhibicidon v presenta una alta

sen Jilid. d para la deteccién de endotoxinas bacterianas.

Primer Laboratorio Salvadoreiio Certificade por ISO 9001:2000
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3. RESPONSABILIDADES Y COMPETENCIAS:

El proceso de validacién serd competencia de la Gerencia de aseguramiento de la
calidad y del equipo de validacion.

El equipo de validacion estara formado por el/ la coordinador(a) del area de
microbiologia y dos analistas encargados de la realizacién de las pruebas de
manera cotidiana; asi como de planificar y desarrollar el proceso de validacion.
Ademas seran responsables de redactar los documentos de la validacion;
protocolo de validacion, informe y certificado de validacion.

La Gerencia de aseguramiento de calidad y la coordinacién del area de
microbiclagia junto con los analistas seran los responsables de la revi- on \y
aprobacién de la documentacion relacionada a la validacién: prote~olc, nfc'r gy
certificado de validacién.

Seran responsables de ejecutar los ensayos de validacic ¢\ u. fécnico de
microbiologia (Judith Zay ta de micro ol Yia Claudia Beatriz
Osorio) y la jefe de microbiologia (Lic. Margar

4. CUALIFICACION DE AREAS, EQUIPO X SLEMINTOS REQUERIDOS
4.1 AREAS

Lugar de validacié,© & ‘a e andlisis de esterilidad del laboratorio de

microbiologia.

Inst” ‘aci’ }: .\ ha4rea debe contar con cedula de filtro HEPA con medio filtrante
der. ~ jofi tas de vidrio a prueba de agua de 99.97% — 99.99% (er anexo N°1}-
Temp Yratura y humedad regulada a 18-23°C y 30-80% respectivamente segin
Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2006. RPEP-07-7.04-03/02

Debe contar con limpieza y sanitizacion de areas y equipos segun PEO-07-7.04-
04.
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Ademas antes de iniciar el ensayo se debe limpiar correctamente el fiujo laminar

con alcohol isopropilico 70%

4.2 EQUIPO

El instrumental y las caracteristicas de este, requeridas para el desarrollo del

método a validar seran los siguientes:

s Estufa de calor controlado: capacidad de calentamiento de hasta 250+1 °C

¢ Maquina de bafio de agua: capacidad de temperatura de 100 £0.2 °C.

¢ Termometro: rango definido de medicién de temperatura de 100" (him._5

con exactitud de £ 0.1°.

¢ Camara de flujo laminar: con filtros HEPA 89.89%.

e Tiras indicadoras de pH con rango de 0-14. (M “ja MERCK, lote:

HC948420

5, CUALIFICACION DE INSTALACIC }, \+ SRACION Y FUNCIONAMIENTO DEL

EQUIPO Y ELEMENTOS.

¢ ESTUFA DE'CAL R DNTROLADO.

" | ¢ARACTERISTICAS

DESCRIPCION

Marca

JINCON EXPORTS

Modelo

c ALFicacion | Sene

DE INSTALACION | Codige intemo

EXPO ~ HITECH
017-01
056.00.003

Especificaciones

Rango de temperatura 250°C, divisién minima 1°C

Operacién realizada

Despirogenizacion de material de vidrio
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CUALIFICACION
DE OPERACION

Detaile de la operacion

Para material de vidrio, utiizar ciclos de
esterilizacién/despirogenizacién con calor seco &
una temperatura de al menos 250°C por 30 minutos
como minimo. Utilizando segin procedimiento de

uso de estufa PEO-05-5.11-05/17

Calificacion de la

Requerimientos especificados por la Farmacopea de
ios Estados Unidos (USP 32), en el apartado

operacion general <85> Prueba de endotoxina bacteriana
ET equipo esta sujeto a un plan de mant \imjer.D |
RC-08.03 y a un plan de calibracicn R §-08.0.4 que
CUALIFICACION Calibracién refleja la documentacion del ét ‘o \ de alibracion:

DE
FUNCIONAMIENTO

comparacion directa del int § 'ner bfcon el patron
de trabajo N° 63417 ¢ { ‘aze Jidad a NIST. Segin
la norma OIML. R 1L \ ree._Jado por SERCAL.

{ver anexo 2)

e MAQUINA DE BANO DF AGUA

“T (&R JCTERISTICAS

¢ TALIFICACION
DE INSTALACION

DESCRIPCION

Wedta PRESICION SCIENTIFIC

Modeio 183

Serie 25AT — 12

Especificaciones Capacidad de cédmara 12L, rango de temperatura

0 - 100 °C, uniformidad de temperatura £ 0.2 a 37
°C, sensibilidad de ternperatura £ 0.1 a 37 °C

Operacidn realizada

Prueba de endotoxina bacteriana por el método
Gel Clot.
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Detalle de la operacion

Incubacién de tubos de prueba de endotoxina
bacteriana por 80 £ 2 minutos a 37°

CUALIFICACION
DE OPERACION | Calificacion de la
operacion

Precalentamiento del bafio vy estabilizacion de la
temperatura con 30 minutos de anticipacion como
minimo a la realizacién de la prueba.

Cambio de agua, cada 2 dias. Registro de
temperatura diaria RPEC-05-4.10-04/13.

o CAMARA DE FLUJO LAMINAR

CARACTERISTICAS

I

CUALIFICACION [ "Egpecificaciones . ** |

DE INSTALACION

L SL° PCION
Marca VECO \
Modelo GHFL AL ¢,
Serie . R4048. %

\ \dula de filtro HEPA 08.9 %, proteccién frontal
hacia abajo. penetracién <0.10%, poder de retencion
de particulas desde 0.3 micras en adelante.

O wracion realizada

Preparacion de tubos para prueba de endotoxina
bacteriana por el método Gel Clot.

T Getalle de fa operacion

Preparacion de los tubos de la prueba con sus
respectivos controles positivo y negative. ‘Manejo de
material, reactivos y muestras a utilizar.

CUALIFICACION | Caiificacion de ia
DE OPERACION | pperacion

Monitoreo ambiental por plaqueo y muestreo de aire
con equipo MAS 100 dentro y fuera de la camara de
flujo laminar segln “procedimiento de monitorec
ambiental y superficies en dreas de anélisis
microbiolégico” PEQ-07-7.16-01. Realizacién 2 veces
por semana.
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CUALIFICACION
DE
FUNCIONAMIENTO

Calibracién

Fiitro Astrocel ® type T-M, prueba de eficiencia por
Scan test utilizando un caudal de aire de 336 CFM,
que indica que es mejor y mas confiable que DOP
para probar la misma. Operacion de acuerdo a clace
100 del Federal Estandar 209-E de la E.U.A.

6. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

6.1 Descripcion del método de muestreo.

La toma de muestras es realizada por las personas que realize polos
controles en el proceso de fabricacion y lleno de inyectables tant al ir.” o,
durante y al final del mismo de manera aleatoria.

Se remiten 3 ampollas de muestra de inicio y 3 ampoil~s 6 } ueétra de final
de produccién de tres lotes diferentes al &re. )d \ tonirol de calidad
microbiolégica con su respectiva nota de remi. ¢\ s 'gun el formato RPEO-
09-9.19-00/03.

8.2 Parémetros analiticos a ese dial.

La valider, de\: ¢\ reSultados obtenidos de la determinacién de
endotoxin® L % ter. Inds, requiere de una demostracién adecuada de que el
reacti ', LA\ campia con la sensibilidad que declara en su etiqueta y en su
ce 1. %ca \w de calidad; ademas de demostrar que el material de prueba al
‘ua.se le aplica este método, no inhibe ni aumenta la reaccién, ni causa
ofro tipo de interferencia con la prueba, por lo que se realizara la prueba
de factores de interferencias (cuyo proceso se describe posteriormente), la
cual incluye la verificacion de la sensibilidad del reactive LAL, siendo estas
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dos pruebas los pardmetros requeridos para validar la prueba de
endotoxina bacteriana por el método LAL.

Posterior a esta prueba se realizara la prueba de limite de coagulacion para
validar que la muestra ya sea directa o a una dilucién de trabajo no contiene
endotoxinas bacterianas y se le puede aplicar este método de analisis

cotidianamente.
6.3 Descripcion del método analilico.

La presencia de endotoxinas es determinada por el incremento du .4a
densidad éptica detectada por la formacién de un gel o codgulo i golu. ')
que se desarrolla al combinarse el lisado de ameboci 9s ¥\ L. Julus
polyphemus con las endotoxinas bacterianas.

Esta reaccién ha sido empleada como la base de ) 't jayo cualitativo o
semi-cuantitative para endotoxina, siendo el rex #\nl \ la proteina obtenida
de los amebocitos lisados de Limuius, £0: > o « vhocido como Lisado de
Amebocitos de Limutus (LAL).

El objetivo final de este ensayw \gs*la deteccion de la gelificacion de la
proteina después o\ &,\incubada con endotoxina bajo condiciones

especificas d tien ‘oc \y tendperatura.

6.4 Rea % 'os y Solventes

. Control Estandar de Endotoxina (CEE) Escherichia coli de 0.5
ugivial; lote: 121 (equivalente a 500 ng/vial) reconstituido segun
certificado para obtener una concentracion de 1,000 UE/mL. ver anexo

N° 3)
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o Agua graqo gespirogenizada para plueua ug prOysHus, . O 4
3665. (Ver anexo N° 4)
- Reactivo LAL con sensibilidad de 0.125 UE/mL; lote: 510-02-528. (ver

anexo N° 5)

Nota: verificar la combinacién de de CEE y Reactivo LAL especificada en
certificados de analisis del fabricante a fin de obtener una relacién de potencia
definida entre ambos, de lo contraric no se obtendran resuitados que sustenten

el proceso de validacion. (ver anexo N°5)

1 os elementos requeridos para el desarrollo del método son:
o Alcohol isopropilico 70%
o Gorro.
o Guantes.
o Jeringas estériles de 1, 5y 10mL de capacidad.
o Mascarilia.
o Papel absorbente.
o Papel parafilm.
o Reloj,
o Traje estéril y zapateras
o Tijeras.
o Tubos de 10 x 75 mm \Despirogenado

6.5 Procedimienias

Antes de in1 ', X o\ .98 procedimientos se debe realizar el célculo de:

v WMa_Jna Dilucion Valida (MDV): es la dilucion méxima permitida de una
muestra a la que se le puede determinar el limite de endotoxina.
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La ecuacién general para determinar la MDV es;
MDYV = (limite de endotoxina x concentracién de la solucion muestra)
A

Donde:
A= sensibilidad del reactivo LAL declarada en la etiqueta.

MDV = (3.6 UE/mg) (20 mg) =576
0.125 UE/mi

Es decir, se puede utilizar hasta una dilucién de 1: 512 por multip edda.’

v Cascada de diluciones de Endotoxina Est&d " Ja \ \er afiexo N°7)

Cada vial rotula 2,500 UE/ial.
Reconstituido con 2.5 mL para os tenet 1,000 UE/mI

1,000 UE/mL

l

0.5 mi" - ¢\ Y10.00 mL

l

0.56mL — 10.00mL

|

1.0 mbL — 10.00 mL (0.25 UE/mL) 2A
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0.25 UE/mL (2 A)

|

1.5mL —+ 3.0 mL (0.125 UE/mL)

l A
15mL —> 3.0 mL (0.06 UE/mL)

i 0.5A

1.5 mbL — 3.0 mL (0.03 UE/mL)
0.25 A

6.5.1 Verificacion de la sensibilidad de LAL

Se debe confirmar la sensibilidad del rea. ', o \ sando un vial del lote del
reactivo LAL.

Empleando un solo lote del CEE, \se Jepararan series de diluciones
de la endotoxina, utiliz\tYo wf factor de dilucion 1.2 para dar
concentraciones de 27, » 1,5.Jy 0,25 A seglin la cascada de diluciones
antes desarrol \da ¢ Yonde+ es la sensibilidad declarada en la etiqueta.
Realizar la #rt & ‘a « )2AL por cuadruplicado para cada una de las cuatro
concsr. ' vio ‘es)del CEE. Incluyendo un control negativo para la

Yer \in _jon.

6.5.2 Dilucién de trabajo

Antes de realizar las pruebas de validacién se debe proceder a:
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- Preparar un pool por cada lote 'de‘producto, uniendo 1 mL en un tubo
apirégeno del contenido de las muestras de inicio y final de produccion.

Ensayar los tres lotes de manera individual en sesiones diferentes.

- Realizar una serie de diluciones de la muestra: 1:2, 1:4, 1.8, 1:16, 1.32,
1:64, 1:128, 1:256 ¥ 1:512 wer anexo n° g ¥ trabajar la muestra directa sin.
dilucién, a fin de encontrar la dilucion de trabajo optima para los ensayos
de rutina, esto permitira reducir grandemente la repeticién de muchas
pruepas ademas de disminuir el gasto de muestra y de reactivos.

Trabajar las diluciones segln el procedimiento de la prueba de interfe-anc a-,
Utilizar 1a dilucién (o muestra directa) g no presente formacion de ~ag. ¢ para
la prueba de Limite de coagulacion. Esta dilucion debe ser m ' mc' 9s veces
mayor que la primera dilucién en la cual la interferencia no ¢ , 3w ' jte y no debe
sobrepasar la maxima dilucion valida.

6.5.3 Prueba de factores de intet, \rench 'S, (ver anexo N°9)
Preparar las siguientes serie” de tra™ jo:

A) Solunic Y 4e .\~ ‘ra de la preparacién en analisis.
Munstra \d. & \ta ¢y serie de diluciones preparadas sin adicion de
endc ¢ \in: \ Kealizar por cuadruplicado cada tubo.

B)+rueba de interferencia.
Muestra directa y serie de diluciones preparadas adicionando endotoxina
cuyas concentraciones finales deben ser de 2A, A, 0,5 Ay 0,25 A. Realizar

por cuadruplicado cada tubo.
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C) Control de sensibilidad declarada en la stiqueta del reactivo LAL o
control positivo. CEE diluido en agua, cuyas concentraciones finales
deben de ser 2A, A, 0,5h y 0,25 A, Realizar por duplicado cada tubo.

D) Control negativo de agua reactivo para LAL.
Agua despirogenizada en igual volumen. Realizar per duplicado cada
tubo.

¢ Procedimiento.
Mezclar voldmenes iguales de cada una de las soluciones preparadas (0.1 m \)
con el reactivo de LAL en los tubos, taparlos con papel parafilm e inc' har b e
bafio de agua a 37°C % 1°C, durante 60 % 2Zmin. Unr va \ it 'c pda la
incubacion evitar vibraciones y mantener en reposo a , %lu - \todos los
tubos de prueba.

6.5.4 interpretacioén de resultados.
Al finalizar el periodo de incubacién, 1 e € puicadesamente cada tubo e
invertirlo lentamente hasta 180°C. U\ ssulta Jo positive (+) se caracteriza por la
formacion de un gel firme que *So. |2 su integridad cuando se invierte el
tubo. Un resultado neati ,\(-), su_Saracteriza por la ausencia de un gel firme o
por la formacion de un  ‘na ¥, yiscosa que no mantiene su integridad cuando se

invierte el tuk .

8. §. 5Prueba de limite de coagulacion de la muestra
Yreparar las siguientes soluciones por duplicado

A. Solucién de ensayo

Solucion de trabajo o muestra directa segun el resultado de la prueba de
interferencias.
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B. Control positivo del material de prueba o interferencias.
Solucién de trabajo o muestra directa segun el resultado de la prueba de

interferencias mas enddtoxina, a una concentracion de 2A.

C. Control positivo
Agua desmineralizada.

D. Control negativo de agua reactivo para LAL.
" Agua despirogenizada.

6.6 Calculos.

. Media Geométrica
Calcular la sensibilidad del reactivo LAL, deter, {in.™ Jo \ | valor medio de los
logaritmos de la concentracion en el punt \. nal y wego el antilogaritmo del valor
medio. _
lLa media geométrica de 1 ¢ p centr<ién del punto final es la sensibilidad
medida del reactivo LAL fe1 «\EA "9

Se llama punto fir. 3l . 4t o Jdnto en el cual se lee un positivo.
- A te, . \totinal se le calcula el logaritmo.

- L ya vez se tengan los respectivos logaritmos se halla la sumatoria (Z) y

luego el promedio (X).

- Con el valor del promedio (X) se calcula el promedio geométrico (GM) de
la siguiente forma:

GM= antilog. X
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7. CRITERIOS DE ACEPTACION.

7.1Prueba de interferencias
Esta prueba no es valida a menos que las soluciones A y D no muestren
ninguna reaccién y el resultado de la solucion C confime la sensibilidad
declarada en la etiqueta, Si la sensibilidad del lisado determinada en presencia
de la solucién de muestra en andlisis de la solucién B esta en el rango de 0.5 Ay
2 A para confirmar la sensibilidad declarada en la etiqueta, la solucién de
muestra no contiene factores que interfieran en las condiciones experimnt s
utilizadas. En caso contrario, la solucidon de muestra que se va a ~xa 1 )
interfiere con la prueba y se puede realizar nuevamente la prue! ' e 't jeahdo

una dilucién mayor gue no exceda la MDV.

7.2 Prueba de limite de coagulacién de la ru {: fra
La prueba no es valida a menos gue ambas * el Gin=Ciones repetidas de las
soluciones B y C sean positivas y la soluci ¢ \D * & negativa. La preparacion en
andlisis cumple con la prueba si se o fier ~ Jun resuitado negativo en ambos

tubos gue contienen la solucién A

La prueba se debe ‘ep g % cuardo se obtenga un resultado positivo en un tubo

gue contenga la ol ©.'0n )% un resultado negativo en el otro.

La pr'y vra i6.  kn andlisis cumple con ia prueba si se obtiene un resultado
ner tivd\ \n @mbos tubos que contienen la solucién A en el resultado de la
gpu* Jion. Sila prueba es positiva para la preparacién en analisis a una dilucion
menor que la MDV, se puede repetir la prueba a una dilucién que no sea mayor
qgue la MDV.
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8. ESTUDIO DE LOS RESULTADOS.
Para el estudio de los resultados se deben recolectar los datos obtenidos de
manera clara segun los siguientes formatos en la ficha de recoleccién de datos

(ver anexo N°10):

e Confirmacion de sensibilidad.

N° de
réplica 2 A 0.5h | 0.25A
s

B N e

¢ Prueba de interferencias

Berie A Serie B Serie C T e
WMxo | 2h | A 6802512 K JO5 L g M
A LA A FER Y
difucion
Wi Wi -
172 7z i
4 174 . :
8 78 ‘ T
1% 6 . YT
1732 1% S
1164 P e \ |
1718 A
"ﬂi’s\‘}' U\ @5
oWz U 17612
LU\

t 4eba de limite de coagulacion de la muestra o dilucién de muestra.

Resuitados
soluciones esperados
N° de
réplicas
A B G D AIBICID
7
- + |+ -
2
- + ok -
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Anexo N°1

Certificado de Cedula de filtro HEPA CF-02

LABOR
AREA DE UBICAC!ON

SEDULA DE FILTRO HEPA

CODIGO: CF-02, -

Departamento de Microbiclogia
seccidr Estefilidad

cém&o DE AREA - BM-05
PROVEEDOR LQQAL‘ B Conirol Aire
PROVEEDOR EXTRANJERO CAAF
. No.de SERIE del FILTRO _ 42404858

FECHA INSTALAGION | ' 30 Noviembre/2006

ACCESORIOS CON LOS QUE -
CUENTALA UNIDAD .

Aninguno

[ FECHA DE ARRANQUE | " 30 Noviembre/2005

ESP&CIF!CACIONES DEL FABRICANTE (SEGUN CODIGO DEL ESTILO)

‘No. PARTE DEL FILTRO

" PBAOBASPOM2 -

1. MEDIDA DE LA CARATULA {puigadas)

2623 x235m . - R

12, MEDIO FILTRANTE {microfi bras de v»dnoé

prueba de. agua)

Ar AstroCei HEPA-99,97% 0°99,99%

3. MEDIDA DE CELDA

05: &8 " Ssllador ThE-2 cabma, &"F ”)fw m 1d 7uzal
profundidad Méaxima def paque . O o X
profundidad del paguete .

4, PROFUNDIDAD DEL PAQUETE DEL MEDIO

FILTRANTE(separadores de 14 cinta)

A 2Y paquete del Med' fil. ‘& ‘e

5, TAMANO DEL COLLAR COMPUERTA Y

UNION.

3 10"Collar, . € wer \ ajustable Cunion. -de
poliuretano -~ ) .

6. MATERIAL DE SELLO

P: No tier° sV

7. LOCALIZACION DEL SELLO

0: No ties {se °

8. NIVEL DE AGEPTACION-

K Wfedic ':PA-QQ 99% probado ,oor sc:an

9. PROTECCION FRONTAL

| % %ba (A) de ld seceion 2. -
2, K \teccién Frontal hacia sbajo

< COORDINACION'
BURNAT

8 PRACTICASDE
S, MANUFAGTURA &

Lic., Claua ¢ far e
Coord adc 'a e BPM

REVIS#O0 POR

APROBADOC POR -

“iic. Mlguei Escobar
Gerente de F’lantar--ﬁ.___.____ggmnte General

or Escobar

TORIOS
COpy

AUTORT 550

2908 64 gt e
BUENAS PRACTICAS DR 3omiciing
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Anexo N° 2

Certificado de calibracién de Estufa de calor controlado JINCON EXF’ORTS

| SERVICIOS DE CALIBRACI@M S.A. DECV.
CERTIFICADO DE CALIBRACION

Certificado Mo, TEMO31002038C
Fecha de calibracion:  2010-02-03

Equipo . ESTUFA/CONTROLADOR DE TEMPERATURA
Marca : JICON EXPORTS/SM
Wiodelo . LABORATORY OVEN/ETH-03
Serle : 1T/OUSN
L Cédigo internoe ' :  05-0-003
' Ubicacién :  PREPARAGION DE MEDIOS E INCU® AC %

. AVENIDA
SALVADOR,
Fecha de recepeion @ 2010-0.
Cliente : e \BORATGeK
.t ; % AVENIDA
R Direccion L AVADOR, EL SALVADOR

Métos ¢ 0 i COMPARACION DIRECTA DEL INSTRUMENTO CON

EL PATRON.
o Yedi Nerdd o PRO-METRO-TEM-001-00
N 'nga . OIMLR133

TRAZABILIDAD: SERCAL asegura la trazabilidad del pairén de trabajo No.
PSTEM02091220SC utilizados en esta calibracion, por el certificado del patrén
e referencia No. 63413 con trazabllidad a NIST

Pég. %

Oficina: Residencial Andalucia, No.52, Mejicanos, Laboratorio: 52, Av,, CC Guadalupe, Local -1, Centro de Gobierno
San Satvador, Et Salvador, C.A. Telefex: (503) 2272-1735, Celular (503) 7888- 9128, e-mail: sercal_es@yahoo.com
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SERVICIOS DE CALIBRACION, S.A. DECV.

Cerfificado Mo, TEMD31002038C

RESULTADOS OBTENIDOS:

Pm ?xgﬁ; o ﬂ&go CORRECCION | INCERTIDUMERE
[§%] (2] (%2 < [§¢]
240 247 247 247 -7 1
250 258 258 258 -8 1
260 288 268 269 -9 1

La temperatura indicada se da por la relacion siguiente:
Temperatura = indicacion programado + valor correccion

La incerfidumbre se calculé con un factor de cobertura de k = 2 para un
intervaio de confianza de aproximadamente 95 %, segln nofa técnica No.

1297 del NIST

‘05
reafizarcn las mediciones.

Es responsabilidad de la empresa soliciiante ef v adi v o Ge los
instrumentos calibrados. )
. o

AN
200 )
ER gl ks
NICO ) L

ey wag. 212

Oficlha: Residencial Andalucia, No.52, Mejicanos, Laboratorio: 52, Av., CC Guadaiups, Local 1-1, Centro de Gobierno
San Salvador, £ Salvador, C.A. Telefax: (503) 2272-1735, Cehar (503) 7888- 9128, e-mail: sercal_es@yahoo.com
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Anexo N° 3

Certiticado de compilacién de Control Estandar de Endotoxina

CIATES OF

E COD

PORATED

vk hteare I

.=

=3

Control Standard Endotoxin (CSE)
Certificate of Complinnce

The lot of CSE listed below was manufactured in accordance with writtenp  wdw ©

CSE lot #: 121

Socurce: Escherichia coli O113:HI0
Concentration: 0.5 pgfvial

Fillers: Nong

Catalog #: EQ00S

Expiration Date: 29 JAN v

This lot of CSE me g the ,, wcificati & of Associates of Cape Cod, Inc.

/ ~
2NN RN, Slpst Weln iy o310

\ua iy Review Quality Review

4

QCOH Resvivion 601, JUN2002

4 Revard B Qaint Ioan Drive = Fast Falmanth Masachoestts 07STA @ Tel (AMRAR24R e (SHRIWAN-1444 m Fax: (AORIAO.RAERN
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Anexo N° 4

Certificado de compilacidn de Agua grado reactivo LAL

ASSOCIATES OF

CAPE COD

INCORPORAT!ZB

irs evrd Gloenn

5

LAL Reagent Water (LRW)
Certificate of Compliance

LRW Lot #: 314-3665
Catalog #: WO0504 / WOs0P

Date of Expiration: 15 JAN 2011

This lot of LRW has less than §.001 EU/mL endotoxin and . '§s . _J1.56 gg/mE, of (1,3)--D-
glucan. It meets the specifications of Associates of lape Cou \Inc. for use 2s an LAY Reagent
Water.

L QMM%VQ/@/W

Quafity Review Quality Review

Qo4 Rev, 808, Ol 2008
CEF 7S

24 Bemerd E. Saint Jean Drive & East Falmouth, Massachusetts 02536 @ Tel: (800)848-3248 w (508)540-3444 m Fax: (508)540-8680

Primer Laboratorio Salvadorefio Certificado por ISO 9091:2000
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Anexo N° 5

Certificado de compilacion de Lisado de amebocitos de Limuius Pyrotel®

AS8SGCI1ATES OF

CAPE COD

INCORPORATED
n Endotoxin and Glucan Detection

Pyrotell® Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
Certificate of Compliance

The lot of Pyrotell listed below meets the written requirements for sterility, moisture, 1. T,

and endotoxin sensitivity.

Pyrotelf Tot #: 510-02-528
Catalog #: G5125
Sensitivity: £.125 EU/mL
Expiration Date: 22 FEB 2015

This lot of Pyrotel} has been released for sale® y ‘e Center Dr Biologics Evaluation and
Research, U.S. FD.A.

@)&.@Lﬂ@m _ e forsey 3fesfie

Guality R\ Yev Quality R&view

451 Rev, 804

124 Bemnard E. Saint Jean Drive w Bast Falmouth, Massachuselts 02536 B Tel: (BUOIB4E-3248 = (508)540-3444 = Fax: (508)540-8680

Primer Laboratorio Salvadoreiio Certificado por IS0 9601:2000
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Anexo N° 6

Certificado de estandarizacion de Lontrol £stangar ge Endoroxina Trente ai
Estandar de Referencia de Endotoxina Pyrofel®.

t ASSOCIATES OF

PE COD

INCORPORATED

in ir ard Gluen

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Standardization of CSE against RSE
Pyrotell® Gel-Clot Method

ACE tntermal Conrat Number: QC-0510-131
Test date: 05/24/2010

Reagent | sensitivity (EUimL) Catslog No. LotNo. Exp. Date
Pyrotei® | 0.128 @6125 610-02-528 22 FEB 2015
Control Stendard Endotoxin (CSE), 0.5 pgrvial

(= 503 ngptia £0005 121 20 JAN 2615
Reference Standard Endotoxin (RBE) NiA EC-8-3 NA N

5 EUing A
Potency of CSE (per ng) & 6 lUing \
5 EUlng x 500 ngivial = 2,500 \viat

Potency of CSE {per vial) g% ot z,gcl)\g P \"

¥ the GSE Is reconstiuted with 5 ml., the endotoxin concentration wiil be 5001 el

5 obtain a COE corcentration of 1,600 EU/ML, reconstiute the vial wi. 2. b ¢ LAL Reagent Water.

o7\ Bl
QUW o M

pal s /;,W/, 5J25//0

Quality Asstrance Date

Notes:
1. ‘estaten e = \pplies only to the combination of CSE and LAL lots specified on this certificale.

2.9Th & Yale ‘e of the EU and W is stated in the USP Bacterial Endotoxins Testchapter, <85>, and in the
. \¢ Yial £fidotoxins chapter, 2.6.14.

9.} ‘er. <48 subject io change within the error of the test at any tme.

Forrs QCO04-Pyroteli-0.5, Revision 3, August 2008
424 Berrard B. Saint Jean Drive = Bast Falmouth, Massachusetts 62536 & Tek (800)848-3248 & (508)540-3444 » Fax: {508)540-8680

Primer Laboratorio Salvadorefio Certificade por ISO 9001:2000
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Anexo N° 7

Preparacién de diluciones CEE

Tomar 4.5 mL de agua despirogenizada en una jeringa de 5 mL, colocar 1.5 mL en
cada uno de 3 tubos despirogenades rotulados como A, 0.5 Ay 025 A
respectivamente.

A: Con una jeringa de 3 mL tomar 1.5 mL de la dilucion de endotoxina 2 A y
colocarlo en el tubo rotulade como A, Tapar y homogenizar,

0.5 A: Con una jeringa de 3 mL tomar 1.5 mL de la dilucién de endotoxina A reci\n
preparada y colocarlo en el tubo rotulado como 0.5 A. Tapar y homogenizar,

0.25 A: Con una jeringa de 3 ml tomar 1.5 mL de la diluc’"1 ¢\ \ndotoxina 0.5 A
recién preparada y colocarlo en el tubo rotulade como 0.' ¢A. T \par'y homogenizar.

Primer Laboratorio Salvadorefio Certificado por ISO 9001:2000

o~ EtE T wm ey voor oM™ T

Clsnrin



Anexo N°8

Preparacion de diluciones de muestra

Hacer un pool con las ampollas de muestra de inicio y de final de produccion a fin
de obtener una muestra homogénea y representativa del lote producide en un
beacker de 10 ml. despirogenado.

Tomar 3 mL de agua libre de pirdgenos con una jeringa de 5§ mL y rotularla come
“1/2”. Tomar 3.5 mL de agua libre de pirégenos con una jeringa de 5 mi. y colocar 2
mL en un tubo despirogenado rotulado como “1/4” y colocar el 1.5 mL restante en
un tubo despirogenados rotulado como “1/8".

Diucion 1/2:
Del pool tomar 1.5 mlL con la jeringa previamente rotulada como “1/2°. T par y
homogenizar.

Dilucién 1/4:
Del tubo rotulade como “1/2” tomar 2 ml con una jering ' M \& mL¥ colocarlos en el
tubo rotulado como “1/4”. Tapar y homogenizar,

Dilucién 1/8:
Del tubo rotulado como “1/4" tor~ar '\t mL con una jeringa de 3 mL y colocarios en

el tubo rotulado como “1/8". Tapa._, \hodtogenizar.

De la misna& 1 . er. \pidSeguir con la realizacion de las demas diluciones.

Primer Laboratorio Salvadoreio Certificado por 1SO 5001:2060
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Anexo N° 9
Cuadro esquemético de prueba de interferencias

i Muestra / . Volumende | N replicas
Solucién Dilucién [1Endotoxina reactivo LAL
0.1 mide muestra | e
A y diluciones 0.1 mL 4 clu
0.05 ml de 2A1 A [0.5]025 0.1mL 4cd/u
probande @ad
B muestra y/o‘cada AboA Fratiaegy l
una de las ~da
diluciones 0.05 mi de con pdrach \
Estandares ‘s er. ol xine®
2A 0.1 mi) 0.1vL 2
""""" A @©1mi) 0.1\ 2
c
0.5A 01 ml wimL 2
025 ¢t Yy | oamL 2
\ 7 0.1mL 2
D Agua despirogenize & \(0.1 nd)

Primer .aharatorio Salvadorefio Certificado nor 1SO 9001:2608
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Anexo N° 10
Ficha de recoleccién de datos

Fecha de ensayo:

Producto: Lote:

Ensayo N°: Analista:

e Confirmacion de sensibilidad

N°de Punto | Log 10
réplicas 2A A 05A | 0.25A | Final | Punto
Fir 2 |
1
5 L )|
5 o\
4 1__ N
Sman &,
kS
T+ G ediu
\ )
GM= antilog. X
® pH
Mx = Dilucion 1/16 = Dilucion 1/256 =
Dil _i6r 4 2= Dilucién 1/32 = Dilucién 1/512 =
iluvon 14 = Dilucion 1/64 =
Dilucién 1/8 = Dilucién 1/128 =

Primer Laboratorio Salvadorefio Certificado por IS0 9001:2000
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¢ Prueba de interferencias

Serie A Serie B Serig C Serle
Mx o N A 0.5 | 0,28 2 A 0.5 0,25 L
A oLA A A oLA
dilucion
Mx Mx
Y 12
b 174
78 7
1186 1/16
1/32 1182
164 1164
11428 17128
1i258 7256
1/612 11512
¢ Prueba de limite de coagulacifn
Resuitados
solucitnes esperados
o
r'Nli(ci;:s WLV -
@:
P A\ B c b |AlBlC|D
T
U IR
BN el

Primer Laboratorio Salvadereio Certificado por ISO 9001:2000
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5.2 Realizacion de los ensayos sensibilidad, inhibicién / realce y prueba
limite bajo la metodologia oficial de la USP 32 y los lineamientos de
validacion del método dados por la FDA en las instalaciones de un

laboratorio nacional certificado.

El proceso fue iniciado en el mes de junio de 2010 méas sin embargo como el
proceso era nuevo en laboratorio la solicitud de reactivos se fue realizando en
etapas ya que se debian realizar ensayos previos con cada analista a fin de
estandarizar la técnica que se iba a utilizar. En este proceso el proveedor de
reactivos informo un déficit de los mismos y ofrecié solventar con un pedido que
tomaria 4 meses. Mientras tanto se realizo una homologacion de la técnica
entre los analistas implicados a fin de disminuir el margen de error al llevar a
cabo las mediciones de volumenes pequefios, se transmitié informacion de la
metodologia a seguir y se ensayaron mediciones de volumen, aforos, rotulacion
de material, preparacion de diluciones, reconstitucibn de reactivos Yy
seguimiento del método completo de cada analista. Dado que no se obtienen
resultados numéricos al realizar el ensayo no se puede demostrar la variacion

de cada analista a través de un coeficiente de variacion.

Una vez solventado el déficit de reactivos, en el mes de septiembre se inicio
nuevamente con la realizacion de los ensayos, pero no se obtenia resultado
favorable en la confirmacion de sensibilidad de los reactivos, lo cual produjo la
repeticion de dicha confirmacion durante 4 semanas.

Se procedio a revisar la metodologia y a buscar en la bibliografia respectiva la
solucion a este problema, al no encontrarse se solicito al proveedor de reactivos
fuese intermediario para poder contactar a la Associates of Cape code
Incorporated, empresa fabricante del reactivo y el estandar de endotoxinas.
Tras esto fue solucionado el problema, ya que se debia conocer la relacién

entre los lotes de reactivo LAL y CEE que se fueran a utilizar para un mismo
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ensayo, ya que su utilizacion no puede ser al azar entre los lotes sino que se
debe comprobar la relacion mediante los certificados de compilancia que la
empresa provee y que deben ser distribuidos por los proveedores de cada pais

o bien pueden ser consultados en su pagina oficial de internet.

Por tales motivos el proceso se concluyo en noviembre, cumpliendo la
realizacion de los ensayos planteados en el objetivo, pero no cumpliendo con el

periodo de tiempo destinado.

A continuacién se presenta el proceso de realizacion de las pruebas:

5.2.1 Preparacion de reactivos:

Todas las operaciones de la prueba se llevaron a cabo en condiciones
asépticas en un area de andlisis del departamento de microbiologia con
filtracion de aire (filtro HEPA 99.9%) y bajo flujo laminar, utilizando un
desinfectante adecuado para limpiar las superficies de la misma.

Se reconstituyeron los reactivos solo al momento de ser utilizados.

i) Endotoxina de referencia (EER)/Control estandar de endotoxina (CEE):
En este caso se utilizd un control estandar de endotoxina (CEE)
Escherichia coli de 0.5 ug/vial equivalente a 500 ng/vial (2,500 UE/vial)
lote: 121. Se reconstituyo con el volumen de agua reactivo LAL
indicado en el membrete: 2.5 mL a fin de obtener una concentracion de
1000 UE/mL, se agito durante 1 minuto dejando reposar 9 minutos en
un periodo de 30 a 60 minutos. Ver anexo N° 6
Se utiliz6 esta solucion concentrada para preparar las diluciones
adecuadas de endotoxina 2A, A, 0.5 Ay 0.25 A.

Cada dilucion se agito por lo menos durante 30 segundos antes de

continuar con la siguiente dilucion.
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i) Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL).
Se utilizo el lote: 510-02-528, se reconstituyo con 5 mL de agua reactivo LAL
indicado en el membrete. Se mezcld suavemente hasta disolucidon

completa. Ver anexo N° 8

Se debe verificar la combinacion de de CSE y Reactivo LAL especificada en los
certificados de andlisis del fabricante a fin de obtener una relacion de potencia
definida entre ambos, de lo contrario no se obtendran resultados que sustenten
el proceso de validacion como por ejemplo no poder confirmar la sensibilidad
del reactivo por no obtener ningun resultado positivo en ninguna concentracion
de endotoxinas. Esto es a causa de la relacion intrinseca que existe al momento
de la fabricacion entre cada lote de estandar y reactivo, ya que son hechos con
combinaciones especificas que no pueden sustituirse y de no utilizarse una

combinacion adecuada de ambos los resultados no seran fructiferos. ver anexo N° 9

La primera prueba que se realizo fue la verificacion de la sensibilidad del

reactivo a emplear

5.2.2 Verificacion de la sensibilidad del LAL

Cada analista empleando un solo lote del CEE, preparo diluciones de la
endotoxina, utilizando un factor de dilucion 1:2 para dar concentraciones de 2A,
A, 0,5N y 0,25 A segun la cascada de diluciones siguiente; donde A es la

sensibilidad declarada en la etiqueta.

Cada vial de CEE rotula 2,500 UE/ial, equivalente a 1,000 UE/mL al

reconstituirlo con 2.5 mL.
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1,000 UE/mL

}

0.5 ML == 10.00 mL

!

05mL == 1000 mL

}

1.0mL == 10.00 mL (0.25 UE/mL) 2A

025 UE/mL (2A)

}

1.0 ML = 3.0 ML (0.125 UE/ML) A

1.59mL == 3.0mL(0.06 UE/ML)0.5A

!

1omL == 3.0mL(0.03 UE/mL)0.25A

Cada analista preparo series de 4 tubos por cada concentracion de CEE
preparada y se incluydé una serie de 2 tubos de control negativo con LWR.
Segun la figura N° 16:

Con el CEE realizar
CEE . .
diluciones :> H i i i

2N A 05N 0,25 A

Figura N° 16 Esquema de verificacion de sensibilidad de reactivo LAL
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0.1 mL 2A +
0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

0.1mLA +
0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

anubar a STL"C2 t 1°C, 0.1 mL 0.5A +
urante 60 +* 2min. 0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

0.1 mL 0.25A
+ 0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

0.1 mL agua

LAL + 0.1
Invertir cada ‘ mL Rx LAL
tubo180° (C/Tubo)

Continuacién Figura N° 16

5.2.3 La siguiente prueba a desarrollar fue la prueba de factores de
interferencias con la que se comprobaria si la muestra a analizar posee algin
factor que inhiba o aumente la formacion del coagulo en presencia de una

concentracion definida de endotoxina.
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Figura N° 17 Ampollas de Furosemida PL

Primero se calculo la Maxima Dilucién Valida (MDV) que indica la mayor
dilucion a la que se puede llevar la muestra y aun se puede detectar las

endotoxinas bacterianas si estuvieran presentes.

- Determinacién de la maxima dilucién valida (MDV)

Se calcul6 la MDV del producto segun la siguiente ecuacién general:

MDV (Limite de endotoxina X concentracion de la solucion de muestra)

A

Donde:

A = sensibilidad del reactivo LAL declarada en la etiqueta.

Dado que:
- El limite de endotoxina para el producto es no mas de 3.6 UE/mg
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- La concentracion de la solucion es 20 mg/mL.
- La sensibilidad a utilizar serd 0.125 UE/ml.

(3.6 UE/mg X 20 mg/mL)

MDV =
0.125 UE/mL

MDV =576

La MDV que se puede utilizar serd de 1:512 usando un factor de dilucién 1:2

para facilitar la realizacién de las mismas

5.2.4 Preparacion de las soluciones de muestra
Los lotes empleados para el proceso de validacion son:
E011G10, EO69E10 y E26J10

Se utilizaron tres muestras de inicio y final de produccién de tres lotes diferentes
del mismo producto, cada analista realiz6 un pool en un tubo apirégeno con una
muestra de inicio y final para cada serie de analisis.

El pH debe encontrarse en el intervalo de 6,0-8,0, o bien al pH especificado en
la monografia individual correspondiente, este se verifico con tiras de papel
indicador con rango de pH de 0 a 14 encontrandose 180os resultados dentro del
rango establecido peo con leve variacion de una a dos unidades entre algunas

diluciones efectuadas.

Cada analista procedio a preparar las diluciones de muestra a probar segun el
anterior calculo de MDV 1:2, 1:4, 1: 8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512.
A continuacion se describe las preparaciones de algunas diluciones de muestra

a probar
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- Dilucién 1/2:
Tomar 3 mL de agua libre de pir6genos con una jeringa de 5 mL y rotularla
como “1/2”, del pool tomar 1.5 mL con la jeringa previamente rotulada

como “1/2”. Tapar y homogenizar.

- Dilucién 1/4:
Colocar 2 mL de agua libre de pirégenos en un tubo despirogenado rotulado
como “1/4”. De la jeringa rotulada como “1/2” tomar 2 mL con una jeringa

de 3 mL y colocarlos en el tubo rotulado como “1/4”. Tapar y homogenizar.

- Dilucion 1/8:

Colocar el 2 mL de agua libre de pirbgenos en un tubo despirogenado y
rotulado como “1/8”.

Del tubo rotulado como “1/4” tomar 2 mL con una jeringa de 3 mL y

colocarlos en el tubo rotulado como “1/8”. Tapar y homogenizar.

- Dilucién 1/16:

Colocar el 2 mL de agua libre de pir6genos en un tubo despirogenado y
rotulado como “1/16”.

Del tubo rotulado como “1/8” tomar 2 mL con una jeringa de 3 mL y

colocarlos en el tubo rotulado como “1/16”. Tapar y homogenizar.

- Dilucion 1/32:

Colocar el 2 mL de agua libre de pir6bgenos en un tubo despirogenado y
rotulado como “1/32”.

Del tubo rotulado como “1/16” tomar 2 mL con una jeringa de 3 mL y

colocarlos en el tubo rotulado como “1/32”. Tapar y homogenizar.



159

- Dilucion 1/64:

Colocar el 2 mL de agua libre de pir6genos en un tubo despirogenado y
rotulado como “1/64”.

Del tubo rotulado como “1/32” tomar 2 mL con una jeringa de 3 mL y

colocarlos en el tubo rotulado como “1/64”. Tapar y homogenizar.

- Dilucién 1/128:

Colocar el 2 mL de agua libre de pir6genos en un tubo despirogenado y
rotulado como “1/128”.

Del tubo rotulado como “1/64” tomar 2 mL con una jeringa de 3 mL y

colocarlos en el tubo rotulado como “1/128”. Tapar y homogenizar.

- Dilucion 1/256:

Colocar el 2 mL de agua libre de pir6genos en un tubo despirogenado y
rotulado como “1/256”.

Del tubo rotulado como “1/128” tomar 2 mL con una jeringa de 3 mL y

colocarlos en el tubo rotulado como “1/256”. Tapar y homogenizar.

- Dilucion 1/512:

Colocar el 2 mL de agua libre de pir6bgenos en un tubo despirogenado y
rotulado como “1/512”.

Del tubo rotulado como “1/256” tomar 2 mL con una jeringa de 3 mL y

colocarlos en el tubo rotulado como “1/512”. Tapar y homogenizar.

De manera paralela se procedi6 a verificar el pH de cada dilucién realizada
y de cada una de las muestras sin diluir, el cual debia encontrarse en un

rango de 6 a 8.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la tabla N° 3:



160

Tabla N° 3 Resultados de medicion de pH de lotes ensayados de Furosemida.

Dilucién L: EOG9E10 L: E011G10 L:E026J10

Muestra 8 8 8 9 9 9 8 8 8
Dil. 2 7 7 7 8 8 8 7 8 7
Dil. ¥a 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Dil. 1/8 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Dil. 1/16 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Dil. 1/32 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Dil. 1/64 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Dil. 1/128 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Dil. 1/256 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Dil. 1/512 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Posterior a esto se prepararon las siguientes series de diluciones
correspondientes a la prueba de interferencias en sesiones individuales por

cada analista y para cada lote a ensayar:

A) Solucién de muestra de la preparacion en andlisis.
Muestra y diluciones 1:2, 1:4, 1: 8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512 (0.1
mL de c/u). Realizado por cuadruplicado para cada una.

B) Prueba de inhibicion / realce.
Muestra y diluciones 1:2, 1:4, 1: 8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512 (0.05
ml de c/u) adicionado de endotoxina cuyas concentraciones finales de 2A, A,
0,5 Ay 0,25 A, (0.05 mL de clu); se prueba cada concentracion de endotoxina
para la muestra y cada una de las diluciones a ensayar. Realizado por

cuadruplicado para cada una.



C) Control de sensibilidad declarada en la etiqueta del reactivo LAL.

161

CEE diluido en agua, cuyas concentraciones finales deben de ser 2\, A, 0,5\ y

0,25 A. (0.1 mL de c/u) Realizar por duplicado.

D) Control negativo de agua reactivo para LAL.

Agua reactivo para LAL (0.1 mL). Realizar por duplicado.

Tal como se presenta a continuacion en la figura N° 18:

Serie A

Serie B

0.1 mL Rx

AR AT
1ot o L AT i i

TRt

NERECE R REr Y L b

0.05 mL Mx + 0.05 mL dilucién
0.05mL2)\+|:> +0.05mL 2\ +
0.1 mL Rx \ ‘ ‘ :> Bl | ]|

1320 W p 1256 5 B
s 1s12] ]

1:2 '"l 1:16'"l1:123|"|

0.05 mL Mx + 0.05 mL dilucién
0.05mLA + l:> - +0.05mLA + : ‘ :
0.1 mL Rx 0.1 mL Rx :> 14 llll1‘32llll1256llll

LAL (C/Tubo) LAL (C/Tubo)

18 DD 14l am12 1711117
nmir e nn

Figura N° 18 Esquema de prueba de factores de interferencias.



0.05 mL Mx +
0.05 mLO.5A +
0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

0.05 mL Mx +
0.05 mLO0.25A
+ 0.1 mL Rx

LAL (C/Tubo)

Serie C

0.1 mL2\ +
0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

0.1mLA +
0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

0.1mL 0.5 A
+0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

0.1 mL 0.25 A
+0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

I

-
-

Serie D

0.1 mL agua
LAL + 0.1
mL Rx LAL
(C/Tubo)

—>

Continuacién Figura N° 18
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0.05 mL dilucion e LN RS MRl
+0.05mLOS5A

+ 0.1 mL Rx |:>

LAL (C/Tubo) Rl LR 1 e 1]
18 0 0 qea U0 D12 117777
min e an

s LTRR TR 1]

0.05 mL dilucién
+0.05mL 0.25 A

+ 0.1 mL Rx |:>

LAL (C/Tubo)

Incubar cada serie preparada a
37°C = 1°C, durante 60 £ 2min.

U

Invertir cada
tubo180°
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5.2.5 La ultima prueba que se realizo fue la prueba de limite de coagulacion de

la muestra.

Cada analista preparo las siguientes series por duplicado

A. Solucién de ensayo
Ya que los resultados de la prueba de interferencias mostraron ¢ los resultados
de la muestra y las diluciones no presentan interferencias se procedio a utilizar

la muestra pura para este ensayo.

B. Control positivo del material de prueba o interferencias.
A una alicuota de solucion A es decir la muestra sin diluir (0.05 mL) se le
adiciond Control Estandar de Endotoxina a una concentraciéon de 2A (0.05
mL).

C. Control positivo

Control Estandar de Endotoxina a una concentracion de 2A.

D. Control negativo de agua reactivo para LAL.

Agua libre de pirdgenos.

Tal como se presenta en la figura N° 19:
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Serie A

0.1 mL Mx +
0.1 mL Rx
LAL (C/Tubo)

Serie B

0.05 mL Mx +
0.05 mL 2A +
0.1 mL Rx

LAL (C/Tubo)

Serie C

U.L ML ZN T+

LAL (C/Tubo) :> Incubar a 37°C =+
+

Serie D 1°C, durante 60
2min.

0.1 mL agua

LAL + 0.1 mL

Rx LAL

(C/Tubo)

Invertir cada
tubo180°

Figura N° 19 Esquema de prueba de limite de coagulacion de muestra.
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5.3 Interpretacion y andlisis de los resultados obtenidos para validar la
prueba de endotoxina bacteriana por el método Gel — Clot para el

producto Furosemida (20 mg) inyectable.

Tabla N°4 Resultados de confirmacién de sensibilidad de reactivo LAL
Lote: 510-02-528

Ne de réplicas 2h A 0.5A 0.25\
1 + + - .
Analista 1 2 ¥ + i )

Claudia

Osorio 3 + + i )
4 + + - -

N° de réplicas 2\ A 0.5\ 0.25\
1 + + - -
Analista 2 2 + + i ]
3 + + - .
4 + + - -

Ne de réplicas 2 A 0.5A 0.25\
1 + + - ;
Analista 3 2 + + i )
3 + + - .
4 + + - .
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5.3.1 Calculos de media geométrica para confirmaciéon de sensibilidad.

La media geométrica de la concentracién del punto final es la sensibilidad
medida del reactivo LAL (en UE/mL)

Se llama punto final al dltimo punto en el cual se lee un positivo. A este punto
final se le calcula el logaritmo. Una vez se tengan los respectivos logaritmos se
halla la sumatoria () y luego el promedio (X).

Con el valor del promedio (X) se calcula el promedio geométrico (GM) de la

siguiente forma:
GM= Antilogaritmo (X)
Se calcul6 la sensibilidad del lisado de manera individual para cada analista,

determinando el valor medio de los logaritmos de la concentracion en el punto

final y luego el antilogaritmo del valor medio como se describe a continuacioén:

Ne° de 2\ A 0.5\ | 0.25\ | Punto Final | Log 10
réplicas Punto Final
1 + + - - 0.125 - 0.90309
2 + + - - 0.125 - 0.90309
3 + + - - 0.125 - 0.90309
4 + + - - 0.125 - 0.90309
Sumatoria - 3.61236
(%)
Promedio - 0.90309
(X)
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Calculo de Media Geométrica

GM = Antilog (X) — GM= Antilog (-0.90309)
GM=0.125 UE/mI

5.3.2 Andlisis de resultado de media geométrica para confirmacion de

sensibilidad.

La media geométrica debe encontrarse en el intervalo de 0,5\ a 2,0 A (0.5-
0.125 UE/mL) para confirmar la sensibilidad declarada en la etiqueta y ser

utilizado en las pruebas. (1)

Con el resultado obtenido se confirma la sensibilidad declarada en la etiqueta
del reactivo, lo cual indica que se puede proceder a utilizarlo en las pruebas
subsecuentes de manera confiable.

La confirmaciéon del lisado se realiza cada vez que se adquiera un nuevo
lote de reactivo LAL y antes de ser usado en la prueba, tomando en cuenta que
para realizar una validacion debe usarse el mismo lote de reactivo para todo el

proceso.

A continuacion se presentan los resultados de prueba de interferencias:



Tabla N° 5 Resultados de prueba de interferencia, Analista Claudia Osorio

Analista: Claudia Osorio, L: E011G10

SERIE A

SERIE B

Muestra

CEE
Mx

2\

A

0.5A

0.25 A

Muestra

1:2

1:2

1:4

1:4

1.8

1:8

1:16

1:16

1:32

1:32

1:64

1:64

1:128

1:128

1:256

1:256

1:512

1:512

SERIE C
2\
+
A +
0.5A -
0.25A -
SERIE D
Lwr* -
Lwr* -

* Lwr : LAL reagent water. Agua despirogenada grado LAL

89T



Tabla N° 6 Resultados de prueba de interferencia, Analista 2.

Analista 2, L: E011G10

SERIE A SERIE B SERIE C
CEE 2\ A 0.5A 0.25 A 2\
Muestra Mx +
- - - - Muestra S I S A R A O O R - - N +
1:2 - - - - 1:2 Sl A e 2 N 0 A B I - - 0.5A -
1:4 - - - - 1:4 +lH A F [ H || ] -] -] - - - 0.25 A -
1:8 - - - - 1:8 ) H A F | H| ]+ -] -] - -] -
1:16 - - - - 1:16 ) H A F | H| ]+ -] -] - -] -
1:32 - - - - 1:32 ) H A H | H| ]+ -] -] - -] -
1:64 - - - - 1:64 ) H A F | H|F] -] -] - -] -
SERIE D
1:128 - - - - 1:128 ) H A F | H|F] -] -] - -] -
1:256 - - - - 1:256 +|H +|F |||+ ] -] -] - -] - Lwr* -
1:512 - - - - 1:512 +|H +|F |||+ ] -] -] - -] - Lwr* -

* Lwr : LAL reagent water. Agua despirogenada grado LAL

69T



Tabla N° 7 Resultados de prueba de interferencia, Analista 3.

Analista 3, L: E011G10

SERIE A SERIE B SERIE C
CEE 2\ A 0.5A 0.25 A 2\
Muestra Mx +
- - - - Muestra S I S A R A O O R - - A +
1:2 - - - - 1:2 Sl A e 2 N 0 A B I - - 0.5A -
1:4 - - - - 1:4 +lH A F [ H || ] -] -] - - - 0.25 A -
1:8 - - - - 1:8 ) H A F | H| ]+ -] -] - -] -
1:16 - - - - 1:16 ) H A F | H| ]+ -] -] - -] -
1:32 - - - - 1:32 ) H A H | H| ]+ -] -] - -] -
1:64 - - - - 1:64 ) H A F | H|F] -] -] - -] -
SERIE D
1:128 - - - - 1:128 ) H A F | H|F] -] -] - -] -
1:256 - - - - 1:256 +|H +|F |||+ ] -] -] - -] - Lwr* -
1:5128 - - - - 1:512 +|H +|F |||+ ] -] -] - -] - Lwr* -

* Lwr : LAL reagent water. Agua despirogenada grado LAL

0.7
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5.3.3 Calculos de media geométrica para prueba de interferencias.

Tomando en cuenta que la muestra y cada dilucion fue probada por
cuadruplicado el nimero de repeticiones totales (f) sera = 4 y el calculo de MG
sera el mismo ya que tanto la muestra como las diluciones obtuvieron el mismo
punto final = A (0.125 UE/mL)

Se calcul6 la media geométrica del punto final de la concentracion de
endotoxina, en el material de prueba tal y como se calcul6 en la confirmacion de

sensibilidad del reactivo con los datos obtenidos en la serie B

SERIE B
Punto Final Logi, PF
0.125 - 0.90309
0.125 - 0.90309
0.125 - 0.90309 Sumatoria: - 3.61236
0.125 - 0.90309 Promedio: - 0.90309

MG = Antilog (Promedio)
MG = Antilog (- 0.90309) ——» MG =0.125 UE/mL

Ademas se calculo nuevamente la media geométrica para la serie C que indica
el control de la confirmacién de la sensibilidad del reactivo empleado, de la

siguiente manera:



MG = Antilog (Promedio)
MG = Antilog (- 0.90309)

5.3.4 Andlisis de resultados para prueba de interferencias.

SERIE C

Ne de 2A A 0.5A | 0.25\ | Punto Final | Log 10
rép”cas PuntO Final
1 + + - - 0.125 - 0.90309
2 + + - - 0.125 - 0.90309
Sumatoria -1.80618

()

Promedio - 0.90309

——» MG =0.125 UE/ml
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- La prueba de interferencias no es valida a menos que las soluciones Ay D

no muestren ninguna reaccion y el resultado de la solucién C confirme la

sensibilidad declarada en la etiqueta.

Para los tres analistas el resultado de las series A y D son negativos ya que no

se observé formacién de coagulos.

Se calcul6 la media geométrica de la serie C a fin de confirmar la sensibilidad

del reactivo y comprobandose mediante el resultado obtenido efectivamente la

sensibilidad declarada del reactivo empleado.
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- Si la sensibilidad del lisado determinada en presencia de la solucion de
muestra en andlisis de la soluciéon B no es menos de 0.5 A y no es mayor de
2 N la soluciébn de muestra no contiene factores que interfieran en las

condiciones experimentales utilizadas.

El punto final en la serie By C es 0. 125 UE/mL (A) y la media geométrica del
lisado en presencia de la solucion es de 0.125 UE/mL encontrdndose que
efectivamente la muestra no causa ninguna inhibicion o realce al efectuarse la

prueba.

Con este resultado se procede a la siguiente prueba, utilizando la muestra pura

ya que se ha demostrado que no hay factores de interferencia.

A continuacion se presentan los resultados de prueba de limite de coagulacion:

Analista
L: E0O11G10 Claudia Osorio Analista 2 Analista 3
N° de replicas A B C D A B C |D| A B cC| D
1 - + + - - + + - - + + -
2 - + + - - + + - - + + -

- La prueba no es valida a menos que las series Ay D no muestren ninguna

reaccion y el resultado de las series B y C sean positivos.

Debido a que en la prueba de inhibicion y realce no se encontraron factores de

interferencia se procedio a usar la muestra sin diluir en la prueba de limite de
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coagulacion, obteniéndose para las 3 analistas resultados negativos en las
series A y D y resultados positivos en las series B y C, con lo que se puede
concluir que la muestra no presenta endotoxinas bacterianas en cantidad menor
a 0.125 Unidades de Endotoxinas por mililitro de principio activo y que el
método empleado ha sido correctamente verificado para tomarse como

confiable el resultado usando la muestra sin diluir.

5.4 Elaboracion del informe y certificado de validacibn como
documentacion final que certifica el proceso de validacién del método LAL

para el producto Furosemida (20 mg) inyectable.

Se elabord un informe del proceso completo de validacion que incluyd los
siguientes datos:

- Fecha de inicio y finalizacion del estudio.

Indicé el periodo completo del proceso de validacion.

- Observaciones efectuadas
Se enumeran los hechos caracteristicos observados durante la realizacién de

los ensayos, por ejemplo: cambios de color, cambios de pH, etc.

- Criterios de aceptacion

Se argumento nuevamente los criterios de aceptacidbn que se plantearon
anteriormente para las pruebas requeridas para validar el proceso: confirmacion
de sensibilidad del reactivo y prueba de factores de interferencia inhibicion /

realce.
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- Resultados de andlisis efectuados
Se incluyen los resultados obtenidos para los tres lotes, realizados por los 3
analistas en una manera comparativa a través de cuadros, como sigue en la

siguiente tabla.

Tabla N°8 Resultados de andlisis de validaciéon Furosemida PL Lote: E011G10

LOTE ANALISTA PRUEBA RESULTADO CRITERIO
Confirmacion MG: 0.125 UE/ml MG:05-2A
de sensibilidad
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
interferencias: | negativos. AyD:

negativos.
Claudia - MG mguestra: 0.125 UE/m
E011G10 Osorio - MG giiugiones: 0.125 UE/m| | MG:0.5 -2 A

Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
limite de | negativos. Ay D: negativos
coagulacion:

- Tubos de serie By C: Tubos de serie

positivos. By C: positivos.




LOTE ANALISTA PRUEBA RESULTADO CRITERIO
Confirmacion MG: 0.125 UE/ml MG:0.5-2A
de sensibilidad
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
interferencias: | negativos. AvyD:

negativos.
Analista 2 - MG hcuestra: 0.125 UE/m
- MG giiugiones: 0.125 UE/m| | MG:0.5 — 2 A
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
limite de | negativos. Ay D: negativos
coagulacion:
- Tubos de serie By C: Tubos de serie
positivos. B y C: positivos.
E011G10 Confirmacion
de sensibilidad | MG: 0.125 UE/mI MG:0.5-2A
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
interferencias: | negativos. Ay D: negativos
Analista 3

‘MG myeera: 0.125 UE/mI
-MG ilciones: 0.125 UE/mI

MG:0.5-2A

Prueba de
limite de
coagulacion:

- Tubos de serie Ay D:

negativos.

- Tubos de serie By C:

positivos.

Tubos de serie

Ay D: negativos

Tubos de serie

By C: positivos.

Continuacion de Tabla N°8

176



177

5.4.5 Analisis de resultados
Se interpretaron los resultados obtenidos en las diferentes pruebas:

confirmacion de sensibilidad de reactivo LAL y prueba de interferencias.

5.4.6 Informe de desviaciones
Se incluye el registro de cualquier cambio requerido en la realizacion del ensayo

como desviacion si hubiera o bien se declara que no hubo desviaciones.

5.4.7 Fecha de revalidacion.

Se definié los casos en los que la revalidacion del proceso se llevaria a cabo,
siendo estas circunstancias que modifiquen caracteristicas criticas como
formula y composicion del producto, cambio de metodologia analitica o

modificacion en el limite de endotoxinas.

Posterior a esto se elaboro el certificado de validacion que incluye un resumen
de los resultados obtenidos que argumentan que la prueba es valida para el uso
rutinario:

Habiendo realizado el analisis de tres lotes del producto y por los resultados
obtenidos: se confirma la sensibilidad del reactivo usado lote 510-02-528 y se
concluye que la prueba de endotoxinas por el método gel clot para el producto
Furosemida PL fabricado por Laboratorios Paill es valida usando la muestra sin

diluir.

A continuacion se presenta el informe y certificado de validacion realizados.
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Informe de Validacién de la prueba de endotoxina bacteriana por
el método Gel-Clot para el producto Furosemida PL 20mg/2 mL
Solucién inyectable.

Inicio del estudio: Julio 2010

Finalizacién del estudio: Noviembre 2010, no incluyendo los meses de agosto,
LABORATORIOS PALL

COPIA ° 1
AUTORIZ DY j

septiembre y octubre.

Observaciones efectuadas:
DEPAFTAN MY DY

MICRE 81 4 Oaia

Vewton Vo \pame

- ge utiiza un control de agua desmineralizada para introc" Nrli\ \n 7@
prueba de limite de coagulacion (ejecutada rutinariamen .\ ¢ 9 control
positivo en sustitucidn del CEE a concentracion de 2A.

- Se presenta variacién en el pH de la muestra * Ja. \¢ fuuones de muestra
de los diferentes lotes analizados, present. jdu €na Usminucién de una y
dos unidades en la escala por cada i, \¢ién « fectuada.

Criterios de aceptacién:

La validez de los re' ‘ta'or’ Jbtenidos de la determinacién de endotoxina
bacterianas, re wien\¢ " \ind demostracién adecuada de que el reactivo LAL
cumpla con 'a s\ sib.ddad que declara en su etiqueta y en su certificado de
calid~d: ¢ )e1 \e § aé demostrar que el material de prueba al cual se le aplica este
méte ¥ ) n\infibe ni aumenta la reaccién, ni causa otro tipo de interferencia
con I \prueba, por lo que se realizé la prueba de factores de interferencias, la
cual incluye la verificacién de la sensibilidad del reactivo LAL, siendo estas dos
pruebas los parametros requeridos para validar que la muestra ya sea directa y/o

Printer Laboratorio Salvadereiio Certificado por ISO 9001:2000




¢ Frueba de interterencias

Esta prueba no es valida a menos que las soluciones A (muestra y diluciones) vy
D (control negativo) no muestren ninguna reaccién y el resultado de la solucién
C confirme la sensibilidad declarada en la etiqueta. Si la sensibilidad del lisado
determinada en presencia de la solucién de muestra en anélisis de la soluciéon B
esta en el rango de 0.5 Ay 2 A (0.08 — 0.25 UE/ml) para confirmar la sensibilidad
declarada en la etiqueta, la solucién de musstra no contiene factores que
interfieran en las condiciones experimentales utilizadas. En caso contrario, la
solucion de muestra que se va a examinar interfiere con la prueba y se puede
realizar nuevamente la prueba empleando una dilucion mayor que no exceda la
MDV.

¢ Prueba de limite de coagulacién de la muestra
La prueba no es valida a menos que ambas determinaciones 1 \pe ics J las
soluciones B y C sean positivas y la solucién D sea negativa Lz ¢ 'ep.Jacion en
andlisis cumple con la prueba si se obtiene un resultz » e Yyauwdo en ambos
tubos que contienen la solucion A,

Resultados de analisis efectuados:

Los lotes sometidos a dicha prueba \ . 10!«

Lote: EQ69E10 b 2bi 4&cidn: 05/10 Vence: 05/13
Lote: EQ11G10 Habricacién; 06/10 Vence: 06/13
Lote: E0264 Fabricacién: 08/10 Vence; 08/13

«\in foa. } un control positivo de agua desmineralizada en cada anaiisis
e, (tuado para cada lote ensayado y por cada analista el cual dio el resuitado
positivo esperado de manera continua en cada ensayo realizado.

Primer Laboratorio Salvadorefio Certificado por ISO 9001:2000
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PRUEBA

LOTE ANALISTA RESULTADO CRITERIO
Confirmacion
de sensibilidad "GM: 0.125 UE/m GM:0.5-2A
Prueba de | - Tubos de serie Ay D Tubos de serie
. .o | NEgativos. AyD:
Claudia interferencias: negativos.
Osorio - GM jyesiat 0.125 UE/mI
- GM giictones: 9.125 UE/ml | GM:0.5 -2 A
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
Himite de negativos. Ay D; negativos
coagulacion: - Tubos de serie By C: Tubos de serie
positivos. By C: positivos.
Confirmacion J
de sensibilidad GM: 0.125 UE/mi GM: 0.56-2A
Prugsba  de | - Tubos de serie Ay D Tubos deset § |
Interferencias: negativos. Ay D:r gative
E069E10 .
Judith -GM muestra: 6-128 UE/IMI \GM L § — =t
Zavaleta -GM gieionss: 0.128 UE/mI
Prugsba  de|-Tubosdeserie Ayl g\ | ,.bos de serie
limite de negativos. Ay D: negativos
coagulacion: -Tubos de s« W \By C: Tubos de serie
positivo By C: positivos,
Confirmacién (. )
de sensibilide~ GM: L \125°UE/ml GM:0.5-2A
Prusba ,ade | \Tubos de sere A y D Tubos de serle
Lo interferencr ) Hegativos. Ay D: negativos
Margarita -GM puesta: 0.125 UE/mMI 1 GM0.5-2A
Corao -GM giuciones: 0125 UE/Mml
sueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
limite de negatives. Ay D: negativos
coagulacion: - Tubos de serie By C: Tubos de serie
positivos. By C: positivos.

Primer Laboratorio Salvadoreiio Certificado por ISO 9001:2400
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LOTE | ANALISTA PRUEBA RESULTADO CRITERIO
Confirmacion GM: 0.125 UE/mi GM:0.5-2A
de sensibilidad
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie

Claudia interferencias: negativos. AyD:
Osorio negativos.
- GM muesira: 0.125 UE/mI
~ GM giucicnes: 0.125 UE/m] | GM0.5 -2 A
Prusba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
limite de negativos. Ay D: negativos
coagulacion: - Tubos de serie By C: Tubos de serie
E011G10 positivos. By C: positivos.
Confirmacion GM: 0.6 2 A
de sensibilidad | GM: 0.125 UE/m|
' Prusba  de | - Tubos de serie Ay D: Tubos ¢ \se. |} |
Z;’L\;gllga interferencias: negativos. A D ‘e ‘ativis
~GM muestrar 0.125 UE/mI (G ™ 15-2A
-GM giuciones: ©.125 L' Wl
Prueba  de |- Tubosde< Je ¢ D: Tubos de serie
imite de negativos. Ay D: negativos
coagulacion: - Tub ‘s feserie By C: Tubos de serie
=ity | By C: positivos.
Confirmacién
de se Sibld Gne0.125 UE/mI GM: 0.5=2A
| Pfeia | |- Tubos deserie Ay D Tubos de serie
Lo [ inte a1 )dias: negativos. Ay D: negativos
N3rgari \ -GM juestra: 0.125 UE/mi GM:0.5-2A
C' do -GM diluciones- 0.125 UE/mI

Prueba de

coagulacion:

Iimite de |

- Tubos de serie Ay D:
negativos.

- Tubos de serie By C:
positivos.

Tubos de serie
Ay D: negativos

Tubos de serie
By C: positivos.

Primer Laboratorio Salvadoreﬁo Certificado por ISO 9001:2600
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LOTE ANALISTA PRUEBA RESULTADO CRITERIO
Confirmacion
de sensibilidad GM: 0.125 UE/mi GM: 0.5-2A
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
. .. | negativos. AyD:
Clauidia interferencias: negativos.
Osorio - GM pyestras 0-125 UE/m
- GM giweiones: 0.125 UE/m! | GM:0.5 -2 A
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
limite de negativos. Ay D: negativos
coagulacion: - Tubos de serie By C: Tubos de serie
positivos. By C: positivos.
E026J10 Confirmacion
- GM: 0.125 UE/m
de sensibilidad om 05 2.\ |
Prueba de | - Tubos de serie Ay D: Tuk s ¢\ erie
interferencias: negativos. A _Yne* ‘vos
Judith -GM quesra: 0125 UEMME ¢ XM =2 A
Zavaleta ~GM gigeiones: 0-125 UE al
Pruesba  de | - Tubosdeserie» ¢ V: \ | Tubos de serie
limite de negativos. Ay D: negativos
coagufacién: -Tubosa \ser By g Tubos de serie
pos tivos. By C: positivos,
Gonfirmacion \
de sensibilidad "G W25 UE/m! GM: 0.5-2\
¥
" Pr ebe de 1 ¥Tubos de serie Ay D: Tubos de serie
oin » Sre s | NeQativos. Ay D: negativos
Lic L (I N A N
Mara ¥ -GM questra: 0.125 UE/mE | GM0O.5 -2 A
Cofa. -GM dinciones: 0.125 UE/mI

Prueba de
limite de
coagulacion:

- Tubos de serie Ay Dt
negativos.

- Tubos de serie By C:
positivos.

Tubos de serie
Ay D: negativos

Tubos de serie
B y C: positivos.
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Analisis de resultados

Confirmacién de sensibilidad:
E! reactivo usado rotula una sensibilidad de 0.125 UE/ml, la sensibilidad
del reactivo se confirma ya que se encuentra dentro del rango

establecido.

Prueba de interferencias

L.as muestras y diluciones de muestras de los tres lotes ensayados no
presentan interferencia que cause la inhibicion de fa formacion de coagulo
en presencia de las diferentes concentraciones de control estandar
preparadas o que induzca la misma aun sin presencia de endoto: " %s

bacterianas.

Por tales resuliados se determina que tanto las dilu & Yes?como la
muestra sin diluir pueden ser utilizadas para real. ar ¢yruc %a de manera
rutinaria ya que no se ve afectada por nin~ \ facte \que potencie o inhiba
la deteccién de endotoxinas bacteri «@s, * tomendando el uso de la

muestra sin diluir a fin de reduc’ sostos ~ 2 anélisis.

Se presentd variac $~ e \e." | J de la muestra y las diluciones de muestra
de los difer \ntes Me Y \nafizados, presentando una disminucién de una y
dos unidade. \.'n 1.2 escala por cada dilucion efectuada, los resultados
~bte:» Yo \« } ndestran en la siguiente tabla.

Primer Laboratorio Salvadoreiio Certificado por ISO 9001:2000
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TABLA N° 1: Valores de pH de muestra y diluciones de muestra de lofes

ensayados

Dilucion L: EQ69E10 L: E011G10 L:E026J10
Muestra 8 8 8 9 9 9 8 8 8

DL 12 7 17 |7 8 |8 |8 |7 8 7
Dil. 14 o7 (7 oir |7 7 7 7 7
Dil. 1/8 7 47 |7 i1 |7 |7 |7 7 7
piie |7 |7 |7 i7 |7 |7 |7 7 7
pi.i32 |7 (7 7 17 |7 |7 17 7 7
DiL1/64 |6 |86 |6 |6 |6 |8 |8 6 6
DiL1128 |6 |6 |6 [6 |6 |6 |8 6 6
DiL1/266 |6 (6 |6 |6 |6 |6 |6 8 8
DiL1512 |6 |6 |6 |6 |8 |6 |8 6 6

Informe de desviaciones:
No se presentaron desviacicnes en el proceso de analisis.

Fecha de revalidacidn:
Se procedera a revalidar el proceso cuand-
- Se efectué modificacion e Ir “ymula 2l producto.

- 8Se cambie metodoloqia « Y ar , Ris.
- Se modifique el fimite"de & \do )dnas del producto.

Primer Laboratorio Salvadorefio Certificado por IS0 9001:2000
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Certificado de validacién de la prueba de endotoxina
bacteriana por el méfodo  Gel-Clot para el producto
Furosemida PL 20mg/2mL Solucion Inyectable.

Hahiendo realizado el andlisis de tres lotes del producto y por los
resultados obtenidos: se confirma la sensibilidad del reactivo usado lote
510-02-528 y se concluye que la prueba de endotoxinas por el metodo gel
clot para el producto Furosemida PL fabricado por Laboratorios Paill < ¢
valida usando la muestra sin diluir, ademds que se puede utilizar cnime
control positivo agua desmineralizada para la prueba de Fmite\ e
coagulacién que se ejecuta rutinariamente en sustituciéy d~j CE® g uha
concentracion de 2A de manera confiable,

Por lo tanto la prueba de endotoxinas por ~ 1.'éte o gel clot para el

producto FUROSEMIDA PL 20mg_/5 L EZESL?LI inyectable se
considera VALIDADA LABOF. ¢1 4101
COFPIA

sAYTTORIZADA

e DEPARTAMENTO DE
 MICROBIOLOGIA

Respbnsables del intorn , v ¢ ¢ Jficado de validacion:

Cfaudia Osorio
/L yrente A, de C. Jefa de Microbiologla Quimico Técnico de
“ Analista microbiologia

Primer Laboratorio Salvadorefio Certificado por ISO 9001:2000
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5.5 Entrega de tres recopilaciones del proceso de validacion ejecutado a
las catedras de Control de Calidad de productos farmacéuticos y
veterinarios | y Microbiologia Aplicada Il respectivamente para que
contribuya a la formacion académica de los estudiantes de la facultad
de Quimica y Farmacia en el tema de validacion de métodos analiticos
microbioldgico.

Se elaboro una recopilacion de los pasos a seguir para efectuar el proceso de
validacion del método, incluyendo la informaciéon completa de la prueba de
endotoxinas bacterianas, su historia, sus principios biologicos, asi como los
diferentes métodos de detecciéon de endotoxinas bacterianas y aspectos de
validacion de métodos analiticos incluyendo los tipos de validacion y aspectos
acerca de como se pueden validar, métodos, procesos y sistemas, entre otros;
para crear una base de ambos temas relacionados entre si al proceso
efectuado, se detallo la metodologia a seqguir paso a paso para el método gel —
clot, asi como la manera de ejecutarlo e interpretar los resultados obtenidos,
como resultado se obtuvo el material denominado: manual de proceso de
validacion de la prueba de endotoxina bacteria por el método gel — clot, y de la
cual se entregaron 3 ejemplares a las catedras de Control de Calidad de
productos farmacéuticos (humanos y veterinarios) | y Microbiologia Aplicada I

respectivamente.

Las cartas de entrega de los materiales respectivos a cada coordinador de

catedra se presentan en el anexo N° 10.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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3.

188

6.0 CONCLUSIONES

Redactar un protocolo de validacion antes de iniciar el proceso de
validacion de un método analitico permite plantear las metodologias y
pasos a seguir durante la ejecucién del mismo, ademas de identificar
puntos criticos y permitir buscar alternativas de solucion a estos,
asimismo es una herramienta capaz de mostrar cada uno de los
requisitos minimos a cumplir requeridos para la realizacion de dicho
proceso, los lineamientos bajo los cuales ha sido ejecutado y demostrar
que la metodologia empleada es capaz de dar resultados confiables y

reproducibles a futuro.

Se argumentaron las caracteristicas de funcionamiento, instalacion,
calibracion y uso de los equipos relacionados a la validacién en vista de
la falta de cualificaciones de los equipos relacionados dentro del
laboratorio al momento de la validacion, a fin de dejar constancia de que
a pesar de no poseer procesos de calificacion ellaboratorio cumple con
tales caracteristicas a pesar de no poseer las cualificaciones realizadas.

Se debe realizar los célculos de MDV y cascadas de dilucion para
preparacion de diluciones de CEE y muestra con tiempo de anticipacion
a fin de disminuir errores en la técnica empleada y preveer las
cantidades requeridas de materiales y reactivos para la ejecucion

completa y sin interrupcion de cada ensayo.

4. A través del calculo de la media geométrica se obtuvo la confirmacién de

la sensibilidad del reactivo empleado en el proceso de validacion, siendo

este un factor crucial en el desarrollo de los ensayos dando la
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confiabilidad de que el reactivo empleado cumple la deteccién de

endotoxinas bacterianas tal como lo indica su certificado.

. Por los resultados obtenidos en la prueba de factores de interferencia se
concluye que el producto Furosemida 20 mg Solucion inyectable,
producida en Laboratorios Paill no presenta ningun factor que interfiera

con la prueba ya sea inhibiendo la formacién de coagulo o induciéndola.

. Por los resultados obtenidos en la prueba de limite de coagulacion se
verifica la ausencia de endotoxinas bacterianas en cantidad menor a

0.125 Unidades de Endotoxinas por mililitro de producto.

. El proceso de validacion se concluyé con la elaboracion de un informe y
un certificado de validacién que refleja y hace constar que los resultados
obtenidos son reales y confiables, este material hace valida la prueba
de endotoxinas bacterias por el método gel clot para el producto

Furosemida 20 mg Solucion inyectable.

. Con la elaboracion del manual del proceso de validacion como material
de apoyo para los estudiantes de las catedras de Microbiologia Aplicada
Iy Control de calidad de productos farmacéuticos (humanos y
veterinarios) |; se contribuyé en la incorporacién de habilidades vy
destrezas acerca de la metodologia Gel- Clot para deteccion de
endotoxinas bacterianas y la ejecucion de un proceso de validacion del

método.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

Que los laboratorios farmacéuticos que procedan a ejecutar procesos de
validacion elaboren previo al inicio del proceso los protocolos de

validacion respectivos a los productos que se programen.

Implementar procesos de calificacion de  equipos dentro de los
laboratorios farmaceéuticos que estén en proceso de ejecutar validaciones
de metodologias analiticas ; ya que estos son requisitos exigidos para la
sustentacibn de las operaciones 0 procesos involucrados en
metodologias de analisis que se ejecutan a traves de dichos equipos, los

cuales deben adjuntarse a los respectivos procesos de validacion.

Realizar ensayos previos a la validacion con cada analista a fin de lograr

la adaptacién a la metodologia en general.

. Verificar la compatibilidad entre el Lisado de amebocitos y el control
Estandar previo a la adquisicion de los mismos a fin de trabajar bajo una
relacion que permita el empleo y equivalencia correcto de la técnica y
confirmar la sensibilidad del lisado de amebocitos con anticipacién a la

realizacion de los ensayos.

Emplear el producto Furosemida 20 mg Solucién inyectable, producida
en Laboratorios Paill en ensayos con fines didacticos en relacion a la
aplicacion de la prueba de endotoxinas bacterianas por el método gel —
clot ya que se ha demostrado por los resultados satisfactorios obtenidos
en los ensayos realizados que presenta caracteristicas apropiadas para

la ejecucién de dicho método.
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6. Dejar constancia de los resultados finales de los procesos de validacion a
través de documentos formales que certifiguen a los mismos tales como:

el informe y el certificado de validacion.

7. Utilizar este proceso de validacion como una guia que pueda orientar a
los estudiantes de La Licenciatura en quimica y farmacia en cuanto a los
procesos que implica la validaciéon de métodos analiticos, y en cuanto al
entendimiento de la prueba de endotoxinas bacterias por el método Gel-
Clot dentro de las catedras de Microbiologia Aplicada Il y Control de

Calidad de Productos Farmaceéuticos (Humanos y Veterinarios) I.

8. Fortalecer la relacion que existe entre la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador y la empresa privada para
que en un futuro se pueda aplicar el desarrollo de los procesos de
validacion del método gel — clot con mayor facilidad dentro de la

formacién académica de los estudiantes de la carrera.
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ANEXO N° 1

Lavado de ampollas abiertas esterilizacion por calor seco

250° x 2 horas

= !@&

Esterilizacion de la solucién por filtracion en cabina Manufactura de la solucion
de flujo laminar Inyectable

Pruebas de control de calidad:
Hermeticidad y ausencia de particulas

Empaque y
distribucion

Figura N° 20 Esquema de manufactura de productos inyectables



ANEXO N° 2

GUIA DE VALIDACION DE LA PRUEBA DE LISADO DE
AMEBOCITOS DE LIMULUS COMO LA PRUEBA DE ENDOTOXINAS
DE PRODUCTOS TERMINADOS PARA USO PARENTERAL EN
HUMANOS Y ANIMALES, PRODUCTOS BIOLOGICOS Y
DISPOSITIVOS MEDICOS; DE LA FDA.
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INTRODUCTION

This guideline sets forth acceptable conditions for use of the Limulus Amebocyte
Lysate test. It also describes procedures for using this methodology as an end-
product endotoxin test for human injectable drugs (including biological products),
animal injectable drugs, and medical devices. The procedures may be used in

lieu of the rabbit pyrogen test.

For the purpose of this guideline, the terms "lysate" or "lysate reagent” refer only
to Limulus Amebocyte Lysate licensed by the Center for Biologic Evaluation and
Research. The term "official test" means that a test is eferenced in a United
States Pharmacopeia drug monograph, a New Drug Application, New Animal

Drug Application or a Biological License.
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I. BACKGROUND

In a notice of January 12, 1973 (38 FR 1404), FDA announced that Limulus
Amebocyte Lysate (LAL), derived from circulating blood cells (amebocytes) of
the horseshoe crab, (Limulus polyphemus), is a biological product.

As such, it is subject to licensing requirements as provided in section 351 of the
Public Health Service Act (42 U.S.C. 262). Since 1973, LAL has proved to be a
sensitive indicator of the presence of bacterial endotoxins (pyrogens). Because
of this demonstrated sensitivity, LAL can be of value in preventing the
administration or use of products which may produce fever, shock, and death if
administered to or used in humans or animals when bacterial endotoxins are
present.

When the January 12, 1973 notice was published, available data and
experience with LAL were not adequate to support its adoption as the final
pyrogen test in place of the rabbit pyrogen test, which had been accepted and
recognized for many years. In order to establish a data base and gain
experience with the use of LAL, that notice permitted the introduction of LAL into
the marketplace without a license. This was upon the condition

that its use be limited to the in-process testing of drugs and other products, that
the decision to use it be reached voluntarily by affected firms, and the labeling
on LAL state that the test was not suitable as a replacement for

the rabbit pyrogen test.

Since that time, production techniques have been greatly improved and
standardized so that they consistently yield LAL with an endotoxin sensitivity
over 100 times greater than originally obtained. Moreover, it is widely recognized
that the LAL test is faster, more economical, and requires a smaller volume of
product thaw does the rabbit pyrogen test. In addition, the procedure is less
labor intensive than the rabbit test, making it possible to perform many tests in a

single day.



In a notice published in the Federal Register of November 4, 1977 (42 FR
57749), FDA described conditions for the use of LAL as an end-product test for
endotoxins in human biological products and medical devices. The notice stated
further that the application of LAL testing to human drug products would be the
subject of a future Federal Register publication.

The then Bureau of Medical Devices, now FDA's Center for Devices and
Radiologic Health (CDRH), issued recommended procedures for the use of LAL
testing as an end-product endotoxin test on March 26, 1979. These procedures
were revised as a result of the comments received from interested parties .

As a direct result of CDRH's experience in approving petitions for the use of the
LAL test in place of the rabbit pyrogen test, several procedures for using the LAL
test have evolved and have been adopted for devices.

In the FEDERAL REGISTER of January 18, 1980 (45 FR 3668), FDA
announced the availability of a draft guideline that set forth procedures for use of
the LAL test as an end-product testing method for endotoxins in human and
animal injectable drug products. This draft guideline was made available to
interested parties to permit manufacturers, especially those who had used the
LA test in parallel with the rabbit pyrogen test, to submit data that could be
considered in the preparation of any final guideline.

In response to comments received on the January 18 draft guideline, FDA made
several significant changes (i.e. Endotoxin limits changed and deletion of section
on Absence of Non-endotoxin Pyrogenic Substances), and many minor editorial
changes. The agency also determined that a single document should be made
available covering all FDA regulated products that may be subject to LAL
testing. Primarily because of the addition of biological products and medical
devices to the guideline, the agency made, in the FEDERAL REGISTER of
March 29, 1983 (43 FR 13096), another draft of the guideline available for public

comment.



Based on the comments received on the March 29 draft guideline, FDA has
made several changes in this final guideline. The comments used in support of
these changes may be viewed at FDA's Dockets Management Branch, Room 4-
62, 5600 Fishers Lane, Rockville, MD between 9 am and 4 pm Monday through
Friday. Briefly, the significant changes made are:

A. Inclusion of validation criteria for the chromogenic, endpoint-turbidimetric and
kinetic-turbidimetric LAL techniques.

B. Any technique (gel-clot, chromogenic or turbidimetric) can be used in testing
a product for endotoxin. However, if a gel-clot lysate is used in a different
technique the results must be interpreted using the criteria for the technique
being used.

C. Elimination of the requirement to test the sensitivity of a rabbit pyrogen
testing colony.

D. The Center for Devices and Radiological Health (CDRH) has adopted the
USP Endotoxin Reference Standard and revised the limit expressions from
ng/mL to EU/mL. The new limit for medical devices is 0.5 EU/mL except for
devices in contact with cerebrospinal fluid for which the limit is 0.06 EU/mL.
These limits for devices are equivalent to those for drugs for a 70 Kg man when
consideration is given to the following:

1. In the worst case situation, all endotoxin present in the combined rinsings of
10 devices could have come from just one device. A wide variation in bioburden
IS common to some devices.

2. Published FDA studies indicate that less than half of added endotoxin is
recovered from devices using a non-pyrogenic water rinse.

E. The Center for Drug Evaluation and Research (CDER) has added a listing of
the maximum doses per Kg per hour and the corresponding endotoxin limits for
most of the aqueous injectable, drugs and biologics currently on the market.
This listing was added to promote uniformity among companies making the

same product



II. LEGAL EFFECT OF THE GUIDELINE

This guideline is issued under section 10.90(b) (21 CFR 10.90(b)) of FDA's
administrative regulations, which provides for use of guidelines to outline
procedures or standards of general applicability that are acceptable to FDA for a
subject matter within its statutory authority. Although guidelines are trot legal
requirements, a person who follows an agency guideline may be assured that
the procedures or standards will be acceptable to FDA.

The following guideline has been developed to inform manufacturers of human
drugs (including biologicals), animal drugs, and medical devices of procedures
FDA considers necessary to validate the use of LAL as an end-product
endotoxin test. A manufacturer who adheres to the guideline would be
considered in compliance with relevant provisions of the applicable FDA current
good manufacturing practice regulations (CGMP) for drugs and devices and
other applicable requirements. As provided in 21 CFR 10.90(b), persons who
use methods and techniques not provided in the guideline should be able to
adequately assure, through validation, that the method or technique they use is
adequate to detect the endotoxin limit for the product.



[ll. REGULATORY PROVISIONS THAT PERMIT INITIATION OF END-
PRODUCT TESTING WITH LAL

The regulatory provisions that a firm must meet before using the LAL test as an
end-product test are not the same for all categories of products because of the
different applicable statutory provisions and regulations.

These provisions are as follows:

A. Human Drugs subject to flew Drug Applications (NDAs) or Abbreviated New
Drum Applications (ANDAS), Antibiotic Drug Applications. and animal drugs
subject to New Animal Drug Applications (NADAS) and Abbreviated New Animal
Drug Application,.

For these classes of drugs, manufacturers are to submit a supplemental
application to provide for LAL testing. However, under 21 CFR 314.70(c) for
drags for human use and 21 CFR 514.8(d)(3) for drugs for animal use various
changes may be made before FDA approval. Under these sections changes in
testing of a human or animal drug that give increased assurance that the drug
will have the characteristics of purity it purports or is represented to possess
should be placed into effect at the earliest possible time. Therefore, if a firm
validates the LAL test for a particular drug product covered by a new drug
application by the procedures in this guideline using a LAL reagent licensed by
the Center for Biologic Evaluation and Research (CBER) for the technique being
used, the change may be made concurrently with the submission of the
supplement providing for it. The supplement should contain initial quality control

data, inhibition/enhancement data and the endotoxin limit for the drug product.

B. Biological Products for human use.
Under 21 CFR 601.12 significant changes in the manufacturing methods of

biological products are required to be reported to the agency and may not



become effective until approved by the Director, CBER. Therefore, a
manufacturer of a biological product shall obtain an approved amendment to its
product license before changing to the use of LAL in an end-product test,

irrespective of the validation procedure used.

C. Drugs not subject to pre-market approval.

A manufacturer of an injectable drug for human or animal use that is not subject
to pre-market approval would be able to use the LAL test as an end-product test
for endotoxins without submitting any information to the agency. CGMPs require
the manufacturer to have data on file to validate the use of the LAL test for each

product for which it is being used.

D. Medical Devices.

On the basis of extensive experience in review of LAL data on devices since
November 1977, CDRH believes that the LAL test, when validated according to
this guideline, is at least equivalent to the rabbit pyrogen test as an end-product
test for medical devices. A manufacturer labeling a device as non-pyrogenic
must validate the LAL test for that device in the test laboratory to be used for
end-product testing before using the LAL test as an end-product endotoxin test
for any device. The data discussed under Section V of this guideline may be
expressed graphically or in tabular form and should be on file at the
manufacturing site; no pre-clearance prior to use of the LAL test as an end-
product test is required if it is used according to this FDA guideline. Voluntary
submission of LAL validation and inhibition data obtained following issuance of
this guideline will be accepted for CDRH review and comment.

When a manufacturer plans to use LAL test procedures that deviate significantly
from the LAL guideline, a premarket notification under section 510(k) of the

Federal Food, Drug, and Cosmetic Act (the Act) or a Pre-market



Approval Application (PMA) supplement under section 515 of the Act should be
submitted. Significant deviations would include-but not necessarily be limited to--
higher endotoxin concentration release criteria, sampling from fewer than three
lots for inhibition/enhancement testing, lesser sensitivity to endotoxin, rabbit
retest when the LAL method shows endotoxin above the recommended
allowable endotoxin dose, and a device rinsing protocol resulting in greater
dilution of endotoxin than that recommended in this guideline. CDRH will also
consider submissions in the form of a pre-market notification or PMA
supplement for another deviation from this draft guideline; process control of
endotoxin contamination with reduced end-product testing, i.e., a decrease in
the number of devices per lot undergoing end-product testing. The manufacturer
must demonstrate adequate control of the production process by the use of
routine checks for endotoxin at key stages of production except where it has
been shown that no possibility of contamination exists.

To facilitate subsequent PMA review, providers of investigational devices
subject to 21 CFR part 812 or 813 are encouraged to use this guideline when a

non-pyrogenic device is to be manufactured.



IV. HUMAN AND ANIMAL DRUGS AND BIOLOGICAL PRODUCTS

GENERAL REQUIREMENT
Manufacturers shall use an LAL reagent licensed by CBER in all validation, in-

process, and end-product LAL tests.

A. Validation of the LAL Test

Validation of the LAL test as an endotoxin test for the release of human and
animal drugs includes the following: (1) initial qualification of the laboratory, and
(2) inhibition and enhancement tests.

1. INITIAL QUALIFICATION OF THE LABORATORY

Various methodologies have been described for the detection of endotoxin,
using limulus amebocyte lysate. Currently, commercially available licensed
lysates use the gel clot, chromogenic, endpoint-turbidimetric or kinetic-
turbidimetric techniques. Other methods which have been reported show
potential for increasing further the sensitivity of the LAL method.

Manufacturers should assess the variability of the testing laboratory before any
offical tests are performed. Each analyst using a single lot of LAL and a single
lot of endotoxin should perform the test for confirmation of labeled LAL reagent
sensitivity or of performance criteria. Appendix A gives the procedures and test
criteria for the current licensed techniques.

2. INHIBITION AND ENHANCEMENT TESTING

The degree of product inhibition or enhancement of the LAL procedure should
be determined for each drug formulation before the LAL test is used to assess
the endotoxin content of any drug. All validation tests should be performed on
undiluted drug product or on an appropriate dilution. Dilutions should not exceed

the Maximum Valid Dilution (MVD) (see Appendix D). At least three production



batches of each finished product should be tested for inhibition and

enhancement.

a) GEL-CLOT TECHNIQUE

Inhibition/enhancement testing should be conducted according to the directions
in the preparatory section of the USP Bacterial Endotoxins Test (see Appendix
B). Briefly, the method involves taking a drug concentration containing varying
concentrations of a standard endotoxin that bracket the sensitivity of the lysate
and comparing it to a series of the same endotoxin concentrations in water
alone. The drug product is "spiked" with endotoxin and then diluted with
additional drug product (so that the drug concentration remains constant) to the
same endotoxin concentrations in water.

Results of endotoxin determination in water and the drug product should fall
within plus/minus a twofold dilution of the labeled sensitivity. If the undiluted drug
product shows inhibition, the drug product can be diluted, not to exceed the
MVD, with the same diluent that will be used in the release testing and the
above procedure repeated.

Negative controls (diluent plus lysate) should be included in all

inhibition/enhancement testing.

b) CHROMOGENIC AND ENDPOINT-TURBIDIMETRIC TECHNIQUES

In inhibition/enhancement testing by these techniques, a drug concentration
containing 4 lambda concentration of the RSE or CSE (lambda is equal to the
lowest endotoxin concentration used to generate the standard curve) is tested in
duplicate according to the lysate manufacturer's methodology. The standard
curve for these techniques shall consist of at least four RSE or CSE
concentrations in water that extend over the desired range. If the desired range
is greater than one log, additional standards concentrations should be included.

The standard curve must meet the criteria for linearity as outlined in Appendix



A(2). The detected amount of endotoxin in the spiked drug must be within plus
or minus 25% of the 4 lambda concentration for the drug concentration to be
considered to neither enhance nor inhibit the assay. If the undiluted drug product
shows inhibition, the drug product can be diluted, not to exceed the MVD, and
the test repeated.

An alternate procedure may be performed as described above except the
RSE/CSE standard curve is prepared in LAL negative drug product, i.e. no
detectable endotoxin, instead of LAL negative water. The standard curve must
meet the test for linearity, i.e. r equal to or greater than 0.980, and in addition the
difference between the O.D. readings for the lowest and highest endotoxin
concentrations must be greater than 0.4 and less than 1.5 O.D. units. If the
standard curve does not meet these criteria, the drug product cannot be tested

by the alternate procedure.

c) KINETIC-TURBIDIMETRIC TECHNIQUE

In inhibition/enhancement testing by this technique, a drug concentration
containing 4 lambda concentration of the RSE or CSE (lambda is equal to the
lowest endotoxin concentration used to generate the standard curve) is tested in
duplicate according to the lysate manufacturer's methodology. The standard
curve shall consist of at least four RSE or CSE concentrations. If the desired
range is greater than one log, additional standard concentrations should be
included. The standard curve must meet the criteria outlined in Appendix A(3).
The calculated mean amount of endotoxin in the spiked drug product, when
referenced to the standard curve, must be within plus or minus 25% to be
considered to neither enhance nor inhibit the assay. I' the undiluted drug
product shows inhibition or enhancement, the drug product can be diluted, not to
exceed the MVD, and the test repeated.

An alternate procedure may be performed whereby the RSE/CSE standard

curve is prepared in drug product or product dilution instead of water. The drug



product cannot have a background endotoxin concentration of more than 10'.G
(estimated by extrapolation of the regression line) of the lambda concentration
(lambda equals the lowest concentration used to generate the standard curve).
The standard curve must meet the test for linearity, i.e. r equal to or less than -
0.980, and in addition the slope of the regression must be less than -0.1 and
greater than -1.0. If the standard curve does not meet these criteria, the drug
product cannot be tested by the alternate procedure.

In those instances when the drug is manufactured in various concentrations of
active ingredient while the other components of the formulation remain constant,
only the highest and lowest concentration need be tested. If there is a significant
difference, i.e. greater than twofold, between the inhibition endpoints or if the
drug concentration, per mL, in the test solutions is different, then each remaining
concentrations should be tested. If the drug product shows inhibition or
enhancement at the MVD, when tested by the procedures in the above sections,
and is amenable to rabbit testing, then the rabbit test will still be the appropriate
test for that drug. If the inhibiting or enhancing substances can be neutralized
without affecting the sensitivity of the test or if the LAL test is more sensitive
than the rabbit pyrogen test the LAL test can be used. For those drugs not
amenable to rabbit pyrogen testing, the manufacturer should determine the
smallest quantity of endotoxin that can be detected. This data should be
submitted to the appropriate FDA Office for review.

The inhibition/enhancement tests must be repeated on one unit of the product if
the lysate manufacturer is changed. If the lysate technique is changed, the
inhibition and enhancement tests must be repeated using three batches. When
the manufacturing process, the product formulation, the source of a particular
ingredient of the drug formulation, or lysate lot is changed, the positive product
control can be used to re-verify the validity of the LAL test for the product. Firms

that are obtaining an ingredient from a new manufacturer are encouraged to



include as part of their vendor qualification the rabbit pyrogen test to determine
that the ingredient does not contain non-endotoxin pyrogens.

B. Routine Testing of Drugs by the LAL Test.

End-product testing is to be based on data from the inhibition/enhancement
testing as outlined in Section A(2). Samples, standards, positive product controls
and negative controls should be tested at least in duplicate.

For the gel-clot technique, an endotoxin standard series does not have to be run
with each set of tests

if consistency of standard endpoints has been demonstrated in the test
laboratory. It should be run at least once a day with the first set of tests and
repeated if there is any change in lysate lot, endotoxin lot or test conditions
during the day. An endotoxin standard series should be run when confirming
end-product contamination. Positive product controls (two lamda concentration
of standard endotoxin in product) must be positive. If your test protocols state
that you are using the USP Bacterial Endotoxin Test, remember that it requires a
standard series to be run with each test. The above deviation must be noted in
your test protocol.

For the chromogenic and endpoint-turbidimetric techniques, an endotoxin
standard series does not have to be run with each set of tests if consistency of
standard curves has been demonstrated in the test laboratory. It should be run
at least once a day with the first set of tests and repeated if there is any change
in lysate lot, endotoxin lot or test conditions during the day. However, at least
duplicates of a 4 lambda standard concentration in water and in each product
(positive product control) must be included with each run of samples. The mean
endotoxin concentration of the standard must be within plus/minus 25% of the
actual concentration and the positive product control must meet the same
criteria after subtraction of any endogenous endotoxin. An endotoxin standard

series should be run when confirming end-product contamination. If the alternate



procedure is used, a standard in product series must be conducted each time
the product is tested.

For the kinetic-turbidimetric test, it is not necessary to run a standard curve each
day or when confirming end product contamination if consistency of standard
curves has been demonstrated in the test laboratory. However, at least
duplicates of a 4 lambda standard concentration in water and in each product
(positive product control) must be included with each run of samples. The mean
endotoxin concentration of the standard when calculated using an archived
standard curve (See Appendix C), must be within plus/minus 25% of the actual
concentration and the positive product control must meet the same criteria after
subtraction of any endogenous endotoxin. If the alternate procedure is used, a
standard in product series must be conducted each time the product is tested.
Before a new lot of lysate is used, the labeled sensitivity of the lysate or the
performance criteria should be confirmed by the Ilaboratory, using the
procedures in Appendix A.

The sampling technigue selected and the number of units to be tested should be
based on the manufacturing procedures and the batch size. A minimum of three
units, representing the beginning, middle, and end, should be tested from a lot.
These units can be run individually or pooled. If the units are pooled and any
endotoxin is detected, repeat testing can be performed. The LAL test may be
repeated no more than twice. The first repeat consists of twice the initial number
of replicates of the sample in question to examine the possibility that extrinsic
contamination occurred in the initial assay procedure. On pooled samples, if any
endotoxin is detected in the first repeat, proceed to second repeat. The second
repeat consists of an additional 10 units tested individually. None of the 10 units
tested in the second repeat may contain endotoxin in excess of the limit
concentration for the drug product.

The following should be considered the endotoxin limit for all parenteral drugs to

meet if the LAL test is to be used as an end-product endotoxin test:



1. K/M: For any parenteral drug except those administered intrathecally, the
endotoxin limit for endotoxin is defined as R/M, which equals the amount of
endotoxin (EU) allowed per ng or mL of product. K is equal to 5.0 EU/Kg. (SEE
appendix D for definition of M). For parenteral drugs that have an intrathecal

route of administration, K is equal to 0.2 EU/Kg.

Drugs exempted from the above endotoxin limits are:

1. Compendial drugs for which other endotoxin limits have been established.

2. Non-compendial drugs covered by new drug applications, antibiotic drug
applications, new animal drug applications, and biological product licenses
where different limits have been approved by the agency.

3. Investigational drugs or biologicals for which an IND or INAD exemption has
been filed and approved.

4. Drugs or biologicals which cannot be tested by the LAL method.

A batch which fails a validated LAL release teat should not be retested by the
rabbit test and released if it passes. Due to the high variability and lack of
reproducibility of the rabbit test as an endotoxin assay procedure, we do not
consider it an appropriate retest procedure for LAL failures.



V. MEDICAL DEVICES

General Requirements

The CDRH has reviewed the results of the "HIMA Collaborative Study for the
Pyrogenicity Evaluation of a Reference Endotoxin by the USP Rabbit Test." This
study recommends 0.1 ng/mL (10 mL/kg) of E. coli 055:B5 endotoxin from Difco
Laboratories as the level of endotoxin which should be detectable in the LAL test
when used for end-product testing of medical devices. This sensitivity (0.1
ng/mL given 10 mL/kg) is sufficient for LAL testing and for retest of devices in
rabbits. According to recent collaborative studies in the rabbit pyrogen and LAL
tests, one nanogram of E coli 055:B5 endotoxin is similar in potency to 5 EU of
the USP Endotoxin Reference Standard. The endotoxin limit for medical devices
has been converted to EU and is now 0.5 EU/mL using the rinse volume
recommended in Section 2 below. Liquid devices should be more appropriately
validated and tested according to the requirements for drugs by taking the
maximum human dose per kilogram of body weight per hour into consideration
(See Section 1V,B).

Manufacturers may retest LAL test failures with the LAL test or a USP rabbit
pyrogen test. If the endotoxin level in a device eluate has been quantitated by
LAL at 0.5 EU/mL endotoxin or greater, then retest in rabbits is not appropriate.
Medical devices that contact cerebrospinal fluid should have less than 0.06
EU/mL of endotoxin. These values correspond to those set by the CDER for
intrathecal drugs.

Manufacturers shall use an LAL reagent licensed by OBRR in all validation, in-

process, and end-product LAL tests.

A. Validation of the LAL Test
1. Sensitivity: Data demonstrating the sensitivity and reproducibility of the LAL

test.



2. Inhibition/Enhancement Testing: Each product line of devices utilizing
different materials or methods of manufacture should be checked for inhibition or
enhancement of the LAL test.

Further explanation of the above points is given as follows:

1. Sensitivity

A manufacturer must be able to demonstrate a sensitivity of at least 0.5 EU/mL.
The level of endotoxin selected as the pass/fail point for evaluating pyrogenicity
of products using the LAL test must be equivalent to or below this level.
Manufacturers may use another endotoxin if a reproducible correlation between
it and the USP Reference Endotoxin Standard has been demonstrated in their
laboratory (see appendix C).

The sensitivity of the LAL technique used should be determined by the
procedures and criteria in Appendix A. Routine performance of the LAL test
should include standards (run in duplicate) and a negative control. An endotoxin
standard series is useful for checking lysate sensitivity and the competence of
the technician, and for identifying other problems such as the contamination of
glassware.

The stability of the endotoxin standards and appropriate storage conditions
should also be considered; dilute endotoxin solutions are not as stable as more

concentrated solutions under certain conditions.

2. INHIBITION AND ENHANCEMENT TESTING

Lack of product inhibition or enhancement of the LAL test should be shown for
each type of device before use of the LAL test. Possible inhibition of different
chemical components of similar devices should be considered. A manufacturer
may logically divide its device products into groups of products according to
common chemical formulation; and may then qualify only a representative

product from each such group. Ideally, the product chosen from each group



would be the one with the largest surface area contacting body or fluid for
administration to a patient.

At least three production lots of each product type should be tested for inhibition.
In general, use of the sampling technique selected should result in a random
sampling of a finished production lot. CDRH recommends testing 2 devices for
lot sizes under 30, 3 devices for lot sizes 30-100, and 3 percent of lots above
size 100, up to a maximum of 10 devices per lot.

The process of preparing an eluate/extract for pyrogen or
inhibition/enhancement testing, may vary for each device. Some medical
devices can be flushed, some may have to be immersed in the non-pyrogenic
rinse solution, while others may be tested by disassembling or by cutting the
device into pieces prior to extraction by immersion. In general, for devices being
flushed, the non-pyrogenic rinse solution should be held in the fluid pathway for
one hour at room temperature (above 18° C); effluents should be combined. If a
device is to undergo extraction, a minimum extraction time should be 15 minutes
at 37° C, one hour at room temperature (above 18° C) or other demonstrated

equivalent conditions.

Guidelines for rinse volumes include the following:

a. Each of the 10 test units should be rinsed with 40 ml, of hon-pyrogenic water.
b. For unusually small or large devices, the surface area of the device which
comes in contact with the patient may be used as an adjustment factor in
selecting the rinsing or extracting volume. The endotoxin limit can be adjusted
accordingly.

The rinsing scheme should not result in a greater dilution of endotoxin than used
in USP rabbit pyrogen testing of transfusion and infusion assemblies. For
inhibition/ enhancement testing, both the rinsing/extraction solution and the
device eluate/extract should be tested as prescribed below under the specific

technique being used.



a) GEL-CLOT TECHNIQUE

In inhibition/enhancement testing, a device eluate/extract containing varying
concentrations of a standard endotoxin that bracket the sensitivity of the lysate
is compared with a series of the same endotoxin concentrations in water alone.
The device eluate/extract is "spiked" with endotoxin and then diluted with
additional eluate/extract to the same endotoxin concentrations as in the water
series. Results of endotoxin determination in water and the device product
eluate/extract should fall within plus/minus a twofold dilution of the labeled
sensitivity. If the device eluate/extract shows inhibition, the gel-clot technique
cannot be used to test the device. Negative controls (diluent plus lysate) should

be included in all inhibition/enhancement testing.

b) CHROMOGENIC AND ENDPOINT-TURBIDIMETRIC TECHNIQUES

In inhibition/ enhancement testing by these techniques, a device eluate/extract
containing 4 lambda concentration of the RSE or CSE (lambda is equal to the
lowest endotoxin concentration used to generate the standard curve) is tested in
duplicate according to the lysate manufacturer's methodology. The standard
curve for these techniques shall consist of at least four RSE or CSE
concentrations in water that extend over the desired range. If the desired range
is greater than one log, additional standard concentrations should be included.
The standard curve must meet the criteria for linearity as outlined in Appendix
A(2). The detected amount of endotoxin in the spiked eluate/extract must be
within plus or minus 25% of the 4 lambda concentration for the device to be
considered to neither enhance nor inhibit the assay. If the device eluate/extract
shows inhibition, the device cannot be tested by this technique. An alternate
procedure may be performed as described above except the RSE/CSE standard
curve is prepared in LAL negative device eluate/extract, i.e. no detectable
endotoxin, instead of LAL negative water. The standard curve must meet the

test for linearity, i.e. r equal to or greater than 0.980, and in addition the



difference between the O.D. readings for the lowest and highest endotoxin
concentrations must be greater than 0.4 and less than 1.5 O.D. units. If the
standard curve does not meet these criteria the device cannot be tested by the

alternate procedure.

c) KINETIC-TURBIDIMETRIC TECHNIQUE

In inhibition/enhancement testing by this technique, a device eluate/extract
containing 4 lambda concentration of the RSE or CSE (lambda is equal to the
lowest endotoxin concentration used to generate the standard curve) is tested in
duplicate according to the lysate manufacturer's methodology. The standard
curve shall consist of at least four RSE or CSE concentrations. If the desired
range is greater than one log, additional standard concentrations should be
included. The standard curve must meet the criteria outlined in

Appendix A(3). The calculated mean amount of endotoxin in the spiked
eluate/extract, when referenced to the standard curve, must be within plus or
minus 25% to be considered to neither enhance nor inhibit the assay. If the
device eluate/extract shows inhibition or enhancement, the device cannot be
tested by this procedure.

An alternate procedure may be performed whereby the RSE/CSE standard
curve is prepared in device eluate/extract instead of water. The eluate/extract
cannot have a background endotoxin concentration of more than 10%
(estimated by extrapolation of the regression line) of the lambda concentration
(lambda equals the lowest concentration used to generate the standard curve).
The standard curve must meet the test for linearity, i.e. r equal to or less than -
0.980, and in addition the slope of the regression must be less than -0.1 and
greater than -1.0. If the standard curve does not meet these criteria, the device

cannot be tested by the alternate procedure.



Impurities present in different sources of raw materials may inhibit the LAL test
and, therefore, inhibition testing would be necessary when the raw material
source is changed.

For each group of devices, protocols and test results from endotoxin sensitivity
and inhibition/enhancement studies, including the actual data from the standard
series and inhibition studies should be compiled and kept on file and be
available for FDA inspection.

Data should be expressed in the format most meaningful for the product (usually

tabular or graphics).

B. ROUTINE TESTING OF DEVICES BY THE LAL TEST

Testing should be done using rinsing/eluting and sampling techniques as used
for inhibition/enhancement testing. As in inhibition/ enhancement testing,
sampling can be adjusted for special situations. After a suitable eluate/extract
pool is obtained from a finished production lot, this pooled extract is kept under
conditions appropriate for endotoxin stability until it is tested in duplicate.

For the gel-clot technique, an endotoxin standard series does not have to be run
with each set of tests if consistency of standard endpoints has been
demonstrated in the test laboratory. It should be run at least once a day with the
first set of tests and repeated if there is any change in lysate lot, endotoxinlot or
test conditions during the day. An endotoxin standard series should be run when
confirming end-product contamination. Positive product controls ( two lamda
concentration of standard endotoxin in product) must be positive. If your test
protocols state that you are using the USP Bacterial Endotoxin Test, remember
that it requires a standard series to be run with each test. The above deviation
must be noted in your test protocol.

For the chromogenic and endpoint-turbidimetric techniques, an endotoxin
standard series does not have to be run with each set of tests if consistency of

standard curves has been demonstrated in the test laboratory. It should be run



at least once a day with the first set of tests and repeated if there is any change
in lysate lot, endotoxin lot or test conditions during the day. However, at least
duplicates of a 4 lambda standard concentration in water and in each product
(positive product control) must be included with each run of samples. The mean
endotoxin concentration of the standard must be within plus/minus 25% of the
actual concentration and the positive product control must meet the same
criteria after subtraction of any endogenous endotoxin. An endotoxin standard
series should be run when confirming end-product contamination. If the alternate
procedure is used, a standard in product series must be conducted each time
the product is tested.

For the kinetic-turbidimetric test, it is not necessary to run a standard curve each
day or when confirming end product contamination if consistency of standard
curves has been demonstrated in the test laboratory.. However, at least
duplicates of a 4 lambda standard concentration in water and in each product
(positive product control) must be included with each run of samples. The mean
endotoxin concentration of the standard when calculated using an archived
standard curve (See Appendix C), must be within plus/minus 25% of the actual
concentration and the positive product control must meet the same criteria after
subtraction of any endogenous endotoxin. If the alternate procedure is used, a
standard in product series must be conducted each time the product is tested.
Before a new lot of lysate is used, the labeled sensitivity of the lysate or the
performance criteria should be confirmed by the laboratory, using the
procedures in Appendix A.

The LAL test may be repeated no more than twice. The first repeat consists of
twice the initial number of replicates of the sample in question to examine the
possibility that extrinsic contamination occurred in the initial assay procedure.
The second repeat consists of an additional 10 units.

For each product group, protocols and test results should be compiled and kept

on file to be available for FDA inspection.



V1. APPENDICES



APPENDIX A: INITIAL QUALITY CONTROL

QUALITY CONTROL PROCEDURE

The following procedures and criteria are used for initial qualification and
requalification of analysts in the laboratory, and to test new lots of lysate before
use.

1) GEL CLOT ENDPOINT TECHNIQUE

For the gel-clot technique the procedures in the USP Bacterial Endotozins Test

Monograph (see Appendix B) should be used for quality control testing.

2) CHROMOGENIC AND ENDPOINT-TURBIDIMETRIC  TECHNIQUES

Each test should be conducted according to the specific manufacturer's
methodology. Using the RSE or CSE whose potency is known, assay 4
replicates of a set of endotoxin concentrations which extend over the labeled
linear range. The standard concentrations must include the stated lower and
upper limits of the range. Linear regression analysis is performed on the
absorbance values of the standards (y-axis) versus their respective endotoxin
concentrations (x-axis).

The coefficient of correlation, r , shall be greater than or equal to 0.980. If r is
less than 0.980 the cause of the non-linearity should be determined and the test
repeated. This linearity limit is also used to judge the validity of standard curves
used for inhibition/enhancement tests and sample tests.

In addition to meeting these requirements, any other test or requirements

specified by the lysate manufacturer should also be met.

3) KINETIC-TURBIDIMETRIC TECHNIQUE
Each test should be conducted according to the manufacturer's instructions.
Using the RSE or CSE whose potency, in endotoxin units (See Appendix C), is

known, assay at least 6 concentrations in triplicate which extend over the range



0.03 - 1.0 EU/mL. If instrument configuration does not allow you to run all 6
concentrations at one time, the data can be obtained in multiple runs and
combined. Perform regression-correlation analysis on the log of the Time of
Reaction (T) versus the log of the endotoxin concentration (E). The coefficient of
correlation, r, shall be less than or equal to -0.980. If r is greater than -0.980 the
cause of the non-linearity should be determined and the test repeated. In
addition to meeting these requirements, any other test or requirements specified

by the lysate manufacturer should also be met.



APPENDIX B: BACTERIAL ENDOTOXINS TEST UNITED STATES
PHARMACOPEIA XXI/NATIONAL FORMULARY XVI AND FIRST
SUPPLEMENT TO USP XXI/NF XVI

<85> BACTERIAL ENDOTOXINS TEST

This chapter provides a test for estimating the concentration of bacterial
endotoxins that may be present in or on the sample of the article(s) to which the
test is applied using Limulus Amebocyte Lysate (LAL) which has been obtained
from aqueous extracts of the circulating amebocytes of the horseshoe crab,
Limulus polyphemus, and which has been prepared and characterized for use
as a LA reagent for gel-clot formation.

Where the test is conducted as a limit test, the specimen is determined to be
positive or negative to the test judged against the endotoxin concentration
specified in the individual monograph. Where the test is conducted as an assay
of the concentration of endotoxin, with calculation of confidence limits of the
result obtained, the specimen is judged to comply with the requirements if the
result does not exceed (a) the concentration limit specified in the individual
monograph, and (b) the specified confidence limits for the assay. In either case
the determination of the reaction end-point is made with dilutions from the
material under test in direct comparison with parallel dilutions of a reference
endotoxin and quantities of endotoxin are expressed in defined Endotoxin Units.
Since LAL reagents have also been formulated to be used for turbidimetric
(including kinetic assays) or colorimetric readings, such tests may be used if
shown to comply with the requirements for alternative methods.

These tests require the establishment of a standard regression curve and the
endotoxin content of the test material is determined by interpolation from the
curve. The procedures include incubation for a pre-selected time of reacting
endotoxin and control solutions with LAL Reagent and reading of the

spectrophotometric light absorbance at suitable wavelengths. In the case of the



turbidimetric procedure the reading is made immediately at the end of the
incubation period or in the kinetic assays the absorbance is measured
throughout the reaction period and rate values are determined from those
readings. In the colorimetric procedure the reaction is arrested at the end of the
pre-selected time by the addition of an appropriate amount of acetic acid
solution prior to the readings. A possible advantage in the mathematical
treatment of results if the test be otherwise validated and the assay suitably
designed, could be the application of tests of assay validity and the calculation
of the confidence interval and limits of potency from the internal evidence of
each assay itself (see Design and Analysis of Biological Assays <111>).

Reference Standard and Control Standard Endotoxins

The reference standard endotoxin (RSE) is the USP Endotoxin Reference
Standard which has a defined potency to 10,000 USP Endotoxin Units (EU) per
vial. Constitute the entire contents of 1 vial of the RSE with 5 mL of

LAL Reagent Water.1

* Vortex for not less than 20 minutes

* And use this concentrate for making appropriate serial dilutions. Preserve the
concentrate in a refrigerator, for making subsequent dilutions for not more than
14 days

* Allow it to reach room temperature, If applicable, and vortex it vigorously for
not less than 5 minutes before use. Vortex each dilution for not less than 1
minute before proceeding to make the next dilution

* Do not use stored dilutions. A control standard endotoxin (CSE) is an
endotoxin preparation other than the RSE that has been standardized against
the RSE. If a CSE is a preparation not already adequately characterized its
evaluation should include characterizing parameters both for endotoxin quality
and performance (such as reaction in the rabbit), and for suitability of the

material to serve as reference (such as uniformity and stability).



» Detailed procedures for its weighing and/or constitution and use to assure
consistency in performance should also be included

» Standardization of a CSE against the RSE using a LAL Reagent for the gel-clot
procedure may be effected by assaying a minimum of 4 vials of the CSE or 4
corresponding aliquots, where applicable, of the bulk CSE and 1 vial of the RSE,
as directed under Test Procedure, but using 4 replicate reaction tubes at each
level of the dilution series for the RSE and 4 replicate reaction tubes similarly for
each vial of aliquot of the CSE. If all of the dilutions for the 4 vials or aliquots of
the CSE cannot be accommodated with the dilutions for the 11 vial of the RSE
on the same rack for incubation, additional racks may be used for
accommodating some of the replicate dilutions for the CSE, but all of the racks
containing the dilutions of the RSE and the CSE are incubated as a block.
However, in such cases, the replicate dilution series from the 1 vial of the RSE
are accommodated together on a single rack and the replicate dilution series
from any one of the 4 vials or aliquots of the CSE are not divided between racks.
* The antilog of the difference between the mean logio end-point of the RSE and
the mean logio end-point of the CSE is the standardized potency of the CSE
which then is to be

» Converted to and expressed in Units per ng under stated drying conditions for
the CSE, or in Units per container, whichever is appropriate. Standardize each
new lot of CSE prior to use in the test. Calibration of a CSE in terms of the RSE
must be with the specific lot of LAL Reagent and the test procedure with which it
is to be used. Subsequent lots of LAL Reagent from the same source and with
similar characteristics need only checking of the potency ration.

* The inclusion of one or more dilution series made from the RSE when the CSE
is used for testing will enable observation of whether or not the relative potency
shown by the latter remains within the determined confidence limits

* A large lot of a CSE may, however, be characterized by a collaborative assay
of a suitable design to provide a representative relative potency and the within-



laboratory and between-laboratory variance. A suitable CSE has a potency of
not less than 2 Endotoxin Units per ng and not more than 50 Endotoxin Units
per ng, where in bulk form, under adopted uniform drying conditions, e.g., to a
particular low moisture content and other specified conditions of use, and a

potency within a corresponding range where filled in vials of a homogeneous lot.

Preparatory Testing

Use a LAL reagent of confirmed label or determine sensitivity. In addition, where
there is to be a change in lot of CSE, LAL Reagent or another reagent, conduct
tests of a prior satisfactory lot of CSE, LAL and/or other reagent in parallel on
changeover. Treat any containers or utensils employed so as to destroy
extraneous surface endotoxins that may be present, such as by heating in an
oven at 250° or above for sufficient time.2 The validity of test results for bacterial
endotoxins requires an adequate demonstration that specimens of the article, or
of solution, washings, or extracts thereof to which the test is to be applies do not
of themselves inhibit or enhance the reaction or otherwise interfere with the test.
Validation is accomplished by testing untreated specimens or appropriate
dilutions thereof, concomitantly with and without known and demonstrable
added amounts of RSE or a CSE and comparing the results obtained.
Appropriate negative controls are included.

Validation must be repeated if the LAL Reagent source or the method of

manufacture or formulation of the article is changed.

Test for confirmation of labeled LAL Reagent sensitivity —

» Confirm the labeled sensitivity of the particular LAL reagent with the RSE (or
CSE) using not less than 4 replicate vials, under conditions shown to achieve an
acceptable variability of the test, viz, the antilog of the geometric mean logio
lysate gel-slot sensitivity is within 0.5A to 2.0A, where A is the labeled sensitivity

in Endotoxin Units per mL. The RSE (or CSE) concentration selected in



confirming the LAL reagent label potency should bracket the stated sensitivity of
the LAL reagent. Confirm the labeled sensitivity of each now lot of LAL reagent

prior to use in the test.

Inhibition of Enhancement Test — Conduct assays with standard endotoxin or
untreated specimens in which there is no endogenous endotoxin detectable, and
of the same specimens to which endotoxin has been added as directed under
Test Procedure, but using not less than 4 replicate reaction tubes at each level
of the dilution series for each untreated specimen and for each specimen to
which endotoxin has been added. Record the endpoints (E, in Units per mL)
observed in the replicates. Take the logarithms (e) of the end-points and
compute the geometric means of the log end-points for the RSE (or CSE), for
the untreated specimens and for specimens containing endotoxin by the formula
antilog Ze/f, in which Ze is the sum of the log end-point of the dilution series
used and f is the number of replicate end-points in each case. Compute the
amount of endotoxin in the specimen to which endotoxin has been added. The
test is valid for the article if this result is within twofold of the known added
amount of endotoxin. Alternatively, if the test has been appropriately set up, the
test is valid for the article if the geometric mean end-point dilution for the
specimen to which endotoxin has been added is within one 2-fold dilution of the
corresponding geometric mean end-point dilution of the standard endotoxin.

If the result obtained for the specimens to which endotoxin has been added is
outside the specified limit, the article is unsuitable for the Bacterial Endotoxins
Test, or, in the case of Injections or solutions for parenteral administration, it
may be rendered suitable by diluting specimens appropriately.

Repeat the test for inhibition or enhancement using specimens diluted by a
factor not exceeding that given by the formula x/A (see Maximum Valid Dilution,
below). Use the least dilution sufficient to overcome the inhibition or

enhancement of the known added endotoxin for subsequent assays of



endotoxin in test specimens. If endogeneous endotoxin is detectable in the
untreated specimens under the conditions of the test, the article is unsuitable for
the Inhibition or Enhancement Test, or, it may be rendered suitable by removing
the endotoxin present by ultra-filtration, or by appropriate dilution. Dilute the
untreated specimen (as constituted, where applicable, for administration or use),
to a level not exceeding the maximum valid dilution, at which no endotoxin is
detectable. Repeat the test for Inhibition or Enhancement using the specimens

at those dilutions.

Test Procedure

In preparing for and applying the test, observe precautions in handling the
specimens in order to avoid gross microbial contamination. Washings or rinsings
of devices must be with LAL Reagent Water in volumes appropriate to their use
and, where applicable, of the surface area which comes into contact with body
tissues or fluids. Use such washings or rinsings if the extracting fluid has been in
contract with the relevant pathway or surface for not les than 1 hour at controlled
room temperature (15° to 30°) such extracts may be combined, where
appropriate. The ultimate rinse or wash volume is such as to result in possible
dilution of any contained endotoxin to a level not less than that suitable for use
in the Pyrogen Test <151> under Transfusion and Infusion Assemblies <161>.
For validating the test for an article, for endotoxin limit tests or assays, or for
special purposes where so specified, testing of specifies is conducted
guantitatively to determine response end-points for gel-clot readings.

Usually graded strengths of the specimen and standard endotoxin are made by
multifold dilutions.

» Select dilutions so that they correspond to a geometric series in which each

step is greater than the next lower by a constant ratio



* Do not store dilutee endotoxin, because of loss of activity by adsorption. In the
absence of supporting data to the contrary, negative and positive controls are
incorporated in the test.

Use not less than 2 replicate reaction tubes at each level of the dilution series
for each specimen under test.

Whether the test is employed as a limit test or as a quantitative assay, a
standard endotoxin dilution series involving not less than 2 replicate reaction
tubes is conducted in parallel. A set of standard endotoxin dilution series is
included for each block of tubes, which may consist of a number of tracks for
incubation together, provided the environmental conditions within blocks are

uniform.

Preparation — Since the form and amount per container of standard endotoxin
and of LAL reagent may vary, constitution and/or dilution of contents should be
as directed in the labeling. The pH of the test mixture of the specimen and the
LAL Reagent is in the range 6.0 to 7.5 unless specifically directed otherwise in
the individual monograph. The pH may be adjusted by the addition of sterile
endotoxin-free sodium hydroxide of hydrochloric acid or suitable buffers to the
specimen prior to testing.

Maximum Valid Dilution (MVD) — The Maximum Valid Dilution is appropriate to
Injections or to solutions for parenteral administration in the form constituted of
diluted for administration or where applicable to the amount of drug by weight if
the volume of the dosage form for administration could be varied. Where the
endotoxin limit concentration is specified in the individual monograph in terms of
volume (in EU per mL), divide the limit by A, which is the labeled sensitivity (in
EU per mL) of the lysate employed in the assay , to obtain the MVD factor.
Where the endotoxin limit concentration is specified in the individual monograph
in terms of weight or of Units of active drug (in EU per mg or in EU per Unit),

multiply the limit by the concentration (in mg per mL or in Units per mL) of the



drug in the solution tested or of the drug constituted according to the label
instructions, whichever is applicable, and divide the product of the multiplication
by A, to obtain the MVD factor. The MVD factor so obtained is the limit dilution

factor for the preparation for the test to be valid.

Procedure — To 10 x 75 mm test tubes add aliquots of the appropriate
constituted LAL Reagent, and the specified volumes of specimens, endotoxin
standard, negative controls, and a positive product control consisting

of the article, or of solutions, washings or extracts thereof to which the RSE (or a
standardized CSE) has been added at a concentration of endotoxin of 2A for that
LAL reagent (see under Test for confirmation of labeled LAL Reagent
sensitivity). Swirl each gently to mix, and place in an incubating device such as a
water bath or heating clock, accurately recording the time at which the tubes are
so placed. Incubate each tube undisturbed, for 60 +2 minutes at 31 = 1°, and
carefully remove it for observation. A positive reaction is characterized by the
formation of a firm gel that remains when inverted through 180°. Record such a
result as positive (+). A negative result is characterized by the absence of such
a gel or by the formation of a viscous gel that does not maintain its integrity.
Record such a result as negative (-). Handle the tubes with care, and avoid
subjecting them to unwanted vibrations, or false negative observations may
result. The test is invalid if the positive product control or ht endotoxin standard
does not show the end-point concentration to be within £1 twofold dilutions from
the label claim sensitivity of the LAL Reagent or if any negative control shows a

gel-clot endpoint.

Calculation and Interpretation
Calculation — Calculate the concentration of endotoxin (in Units per mL or in
Units per g or mg) in or on the article under test by the formula pS/U, in which S

is the antilog of the geometric mean log1o of the end-points,



expressed in Endotoxin Units (EU) per mL for the Standard Endotoxin, U is the
antilog of Ze/f, where e is the logio of the end-point dilution factors, expressed in
decimal fractions, f, is the number of replicate reaction tubes

read at the end-point level for the specimen under test, and p is the correction
factor for those cases where a specimen of the article cannot be taken directly
into test but is processed as an extract, solution, or washing.

Where the test is conducted as an assay with sufficient replication to provide a
suitable number of independent results, calculate for each replicate assay the
concentration of endotoxin in or on the article under test from the antilog of the
geometric mean log end-point ratios. Calculate the mean and the confidence
limits from the replicate logarithmic values of all the obtained assay results by a
suitable statistical method (see Calculation of Potency from a Single Assay
<111>).

Interpretation — The article meets the requirements of the test if the
concentration of endotoxin does not exceed that specified in the individual
monograph, and where so specified in the individual monograph or in this

chapter, the confidence limits of the assay do not exceed those specified.



APPENDIX C: DETERMINATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN THE
CONTROL STANDARD ENDOTOXIN (CSE) AND THE REFERENCE
STANDARD ENDOTOXIN (RSE)

If a manufacturer chooses to use an endotoxin preparation (CSE) other than the
United States Pharmacopeia Reference Standard Endotoxin (RSE), the CSE wiill
have to be standardized against the RSE. If the CSE is not a commercial
preparation which has been adequately characterized, it should be studies and
fully characterized as to uniformity, stability or the preparation, etc. The
relationship of the CSE to the RSE should be determined prior to use of a new
lot, sensitivity, or manufacturer of the LAL or a new lot source or manufacturer of

the CSE.

A. GEL-CLOT TECHNIQUE

The following is an example of a procedure to determine the relationship of the
CSE to the RSE:

At least 4 samples (vials) for the lot of CSE should be assayed. State in ng/mL
the endpoint for the CSE and in EU/mL of the RSE. The values obtained should
be the geometric mean of the endpoints using a minimum of 4 replicates.

Example: LAL endpoints for the RSE and CSE are as follows:
RSE = 0.3 EU/mL
CSE = 0.018 ng/mL

The EUs per ng of CSE are calculated as follows:

RSE = 0.3 EU/mL =16.7 EU/ng

CSE 0.018 ng/mL

This indicates that 0.018 ng of the CSE is equal to 0.3 EU of the RSE. Thus, the
CSE contains 16.7 EU/ng.



B. CHROMOGENIC AND ENDPOINT-TURBIDIMETRIC TECHNIQUES

At least 4 samples (vials) for the lot of CSE should be assayed. In addition to a
water blank, assay dilutions of RSE which fall in the linear range and dilutions of
the CSE. Linear regression analysis is performed on the absorbance values of
the RSE standards (y-axis) versus their respective endotoxin concentrations (x-
axis). Calculate the EU/ng of the CSE by inserting the average CSE O.D.
readings for each concentration which falls in the RSE standard range into the
SE straight line equation. The resulting CSE values (in EU) are then divided by
their corresponding concentrations (in ng/mL). These values are then averaged
to obtain the potency of the CSE lot.

EXAMPLE:
RSE Standard Curve

Concentration O.D.

RSE (EU/mL) 0.10.11
0.250.26
0.50.49
1.0 1.06
y-intercept = -0.008 slope = 1.056 r=0.999

Straight Line Equation (Y) = -0.008 + (1.056 * X)

CSE Standard Curve CSE AVERAGE O.D. Corresponding  EU/ng

Conc. (ng/mL) RSE (EU/mL) (RSE/CSE)
0.01 0.12 0.119 11.9
0.025 0.31 0.301 12.0
0.05 0.60 0.626 12.5
0.1 1.23 1.291 12.9

Mean EU/ng = 12.3



C. KINETIC-TURBIDIMETRIC TECHNIQUE

In order to assign EUs to a CSE, the following should be performed on 4 vials
from the same CSE lot. Twofold dilutions of the RSE should be made in the
range of 1.0 EU/mL to 0.03 EU/mL. Determine the Time of Reaction (T) for at
least duplicates of each standard concentration. Construct a standard curve
(Logl0 T versus Logl0 endotoxin concentration (E)). Calculate the mean T for
1.0 and 0.03 EU/mL. These T's define the RSE standard range. For each of the
four vials of CSE make twofold dilutions such that the T values for at least 3
concentrations of the CSE are within the RSE standard range. Determine the T
values for at least duplicates of each endotoxin concentration. Calculate the
EU/ng of CSE by inserting the log mean CSE T values for each endotoxin
concentration which falls in the RSE standard range into the RSE straight line
equation. The resulting CSE values (in EU) are then divided by their
corresponding concentrations (in ng/mL). These values are averaged to obtain
the potency of the CSE lot.

EXAMPLE:
RSE Standard Curve

Straight Line Equation (Y) = 3.03 + (-0.181 * X)
RSE Standard Range = 1037 - 2235 seconds (17.3-37.3 minutes)

CSE Standard Curve

Endotoxin Concentration(ng/mL)

Vial 0.1 0.05 0.025 0.0125 0.006 0.003
1 1018.8 1114 1218.6 1402.7 1548.7 1740.7
2 990.7 1090.6 1249.8 1406.4  1586.0 1780.0
3 998.2 1116.8 1227.8 1411.0 15541 1800.9

4 1003.4 1086.1 1198.5 1415.6  1593.9 1781.0

Note: Each T in the above table is expressed in seconds and represents the mean of at least duplicate determinations.



Mean T (sec.) 1002.8* 1101.9 1223.7 1408.9 1570.7 1775.7
Log mean T 3.001 3.042 3.088 3.149 3.196  3.249

Calculations:
Solving for EU/mL equivalent by substituting onset times generated with CSE
(ng/mL) into the above RSE standard line equation, X = (Y -3.03)/-0.181 where

Y = log mean onset time and X = log EU/mI equivalent.

EU/mL Equivalent
CSE Endo. Cone. Log Mean (RSE Std. Line)

(ng/mL) T Log Antilog EU/ng
0.1* 3.001 0.16 1.45 14.5
0.05 3.042 -0.066 0.859 17.2
0.025 3.088 -0.32 0.479 19.2
0.0125 3.149 -0.657 0.22 17.6
0.006 3.196 -0.917 0.121 20.2
0.003 3.249 -1.210 0.062 20.6

Mean EU/ng = 19.0 (SD = 1.52)

* Qutside the RSE standard range - not used in calculation of mean.

The values for the y-intercept and slope of the four CSE curves used for the
EU/ng determination may be stored for use in routine testing (archived standard
curve) instead of running a series of standards each day. Using the

EU/ng conversion factor, CSE standards within the range of the RSE curve can
be made up in endotoxin units.

Standards outside this range require the use, of RSE and a new RSE standard
curve. If CSE standards outside the RSE standard range are required the EU/ng

conversion factor must be determined for the new range as described above.



APPENDIX D

MAXIMUM VALID DILUTION
To determine how much the product can be diluted and still be able to detect the
limit endotoxin concentration, the following two methods will determine the

Maximum Valid Dilution:

METHOD |
This method is used when there is an official USP limit or when the limits listed

in Appendix E are used.

MVD = Endotoxin Limit X Potency of Product

For drugs administered on a weight-per-kilogram basis, the potency is
expressed as mg or units/mL and for drugs administered on a volume-per-

kilogram basis, the potency is equal to 1.0 mL/mL.

METHOD Il
This method is used when there is no official USP limit and the limits listed in

Appendix E are not used.

Step 1. Minimum Valid Concentration (MVC)
MVC =AM
K
Where:
A = GEL CLOT: Labeled sensitivity-EU/mL. CHROMOGENIC, TURBIDIMETRIC
and KINETIC-TURBIDIMETRIC:

The lowest point used in the standard curve.



M = Rabbit Dose or Maximum Human Dose/Kg of body weight that would be
administered in a single one hour period, whichever is larger. For
radiopharmaceuticals, M equals the rabbit dose or maximum human dose/Kg at
the product expiration date or time. Use 70 Kg as the weight of the average
human when calculating the maximum human dose per Kg. Also, if the pediatric
dose/Kg is higher than the adult dose then it shall be the dose used in the
formula.

K = 5.0 EU/Kg for parenteral drugs except those administered intrathecally; 0.2
EU/Kg for intrathecal drugs

Step 2. Maximum Valid Dilution (MVD)

MVD = Potency of Product

MVC

For drugs administered on a weight-per-kilogram basis, the potency is

expressed as mg or units/mL and for drugs administered on a volume-per-

kilogram, the potency is equal to 1.0 mL/mL.

METHOD | EXAMPLES

Endotoxin Limit Expressed by Weight
Product: Cyclophosphamide Injection
Potency: 20 mg/mL
Lysate Sensitivity (A) : 0.065 EU/mL
Endotoxin Limit (Appendix E): 0.17 EU/mg

MVD =0.17 EU/mR X 20 mR/ml = 3.4 = 1:52.3 or 1:52
0.065 EU/mL 0.065




Endotoxin Limit Expressed by Volume:
Product: 5% Dextrose Injection
Lysate Sensitivity (X): 0.065 EU/mL
Endotoxin Limit (Appends: E): 0.5 EU/mL
MVD =05 EU/ML X1 mL/mL=05=1:7.7
0.065 EU/mL 0.065

METHOD Il EXAMPLES
PARENTERAL DRUGS EXCEPT INTRATHECAL

Drug Administered on a Weight-per-Kilogram Basis
Product: Cyclophosphamide Infection
Potency: 20 mg/mL
Maximum Dose/Kg ( M ): 30 mg/Kg
Lysate Sensitivity (,1): 0.065 EU/mL

MVC = AM = 0.065 EU/mL X 30 mg/Kg = 0.390 mg/mL
K 5.0 EU/Kg

MVD = Potency of Product = 20 mg/mL =1:51.2 or 1:51
MVC 0.390 mg/mL

Drug Administered on a Volume-per-Kilogram Basis
Product: 5% Dextrose in Water
Maximum Dose/Kg ( M ): 10.0 mL/Kg
Lysate Sensitivity (A): 0.065 EU/mL

MVC = AM = 0 065 EU/mL X 10 0 mL/Kg = 0.13 mL/mL
K 5.0 EU/Kg




MVD = Potency of Product =1.0 mL/mL = 1:7.7
MVC 0.13 mL/mL

INTRATHECAL DRUGS
Drug Administered on a Weight-per-Kilogram Basis
Product: Gentamicin Sulfate
Potency: 2.0 mg/mL
Maximum Dose/Kg (M ): 0.11 mg/Kg
Lysate Sensitivity (A): 0.1 EU/mL

MVC = AM = 0.1 EU/mL X 0.11 mg/Kg = 0.055 mg/mL
K 0.2 EU/Kg

MVD = Potency of Product =2 0 mg/mL = 1:36.4
MVC 0.055 mg/mL

Drug Administered on a Volume-per-Kilogram Basis
Product: Lidocaine Hydrochloride Injection
Maximum Dose/Kg ( M ): 0.057 mL/Kg
Lysate Sensitivity (A) 0.1 EU/mL

MVC = AM = 0.1 EU/mL X 0.057 mL/Kg = 0.0285 mL/mL\
K 0.2 EU/Kg

MVD = Potency of Product = 1.0 mL/mL = 1:35.0
C 0.0285 mL/mL




APPENDIX E
December ,1987

MAXIMUM DOSE AND ENDOTOXIN LIMIT TABLE

Drug Name

Acetazolamide Sodium
Acetyleysteine Injection

Acyclovir Sodium

Adenosine Phosphate
Albumin,Normal Human Serum {25X)
Albumin,Normal Human Serum (20X)
Albumin,Pormal Human Serum (5X)
Alcohol and Dextrose Injection
Alfentanil Hydrochloride

Alkaloids of Belladonna
Alphaprodine HU Injection
Alprostadil (Postaglandin)
Amdinocillin

Amikacin Sulfate Injection

Amino Acid Injection

Amino Acids and Flectrolytes
Essential Amino Acids and Dextrose
Aminocaproic Acid Injection
Aminohippurate Sodium Injection
Aminophylline Injection
Amitriptyline HC1 Injection
Ammonium Chloride Injection
Amobarbital sodium

Amoxicillin

Amphotericin B for Injection

* Amphotericin B for Injection
Ampicillin Sodium

Amrinone Lactate

Antileridine

Anticoagulant Heparin Solution
Antihemophilic Factor
Antihemophilic Plasma(l hr. at 56-570C)
Antirabies Serum

Antifoxin {(Gas Gangrene)

Antivenom

Apommorphine HC1 Tablets for Injection
Arginine HU Injection

Ascorbic Acid

Dose (M
(R)= Rabbit
Dose

A

10.0mg
150 mg

30 mg
0.71 ' mg
3.0 ml(R)
3.75 ml(R)
10.0 mI(R)
10.0 mi{R)
250 meg
0.007 mg

1 mg(R)
100 meg
10 mg

25 mg(R)
25 mg
25mg

25 mg

250 mg(R)
125.0 mg
5.0 mg
0.42 mg
50 mg(R)
143 mg
20.0 mg
2.0 mg(R)
0.007 mg
20.0 mg(R)
1.50 mg
0.7mg

2.0 ml(R)
10 units(R)
3.0 mi(R)
3.0 mi(R)
3.0 mi(R)
3.0 ml(R)
0.09 mg
500 mg

25 mg

Endotoxin Limit

(EU/mg,ml,units
of product)

0.50
0.03
0.17
7.04
1.67
1.33
0.50
0.50
0.02
714.29
5.00
0.05 +
0.50
0.20
0.20
0.20
0.20
0.02
0.04
1.00
12.0
0.10
0.35
0.25
2.50
28.57
0.25
3.35
7.20
2.50
0.50
1.67
1.67
1.67
1.67
55.56
0.01
0.2



Asparaginase for Injection
Atracurium Besylate

Atropine Sulfate

Aurothioghucose Suspension
Azathioprine Sodium for Injection
Azlocillin

Aztreonam for Injection

Bacitracin

Bacitracin Zinc

Benzquinamide HU

Benztropine Mesylate Injection

Benzylpenicilloyl Polylysine

Betamethasone Acetate and

Betametasone Sodium Phosphate Injection

Betamethasone Sodium Phosphate Injection

Betazole HCI Injection

Bethanechol Chloride

Biperiden Lactate Injection

Bleomycin Sulfate

Bretylium Tosylate Injection

Bretylium Tosylate in Dexirose

Brompheniramine Maleate Injection

Bumetanide

Bupivacaine Hydrochloride Injection

Bupivacaine Hydrochloride and
Epinephrine Injection

Bupivacaine HU and Deztose

Buprenorphine HU

Butorphanol Tartrate

Caffeine

Caffeine and Sodium Benzoate
Calcitonin - Salmon

Calcium Ascorbate

Calcium Chloride

Calcium Disodium Edetate
Calcium Gluceptate Injection
Calcium Gluconate

Calcium Levulinate
Capreomycin Sulfate
Carbazochrome Salcylate
Carbenicillin Disodium
Carboprost Tromethamine
Carmustine for Injection

200 1U

0.6 mg
0.029 mg
0.7mg

5.0 mg
75.0 mg
50.0 mg{R)

-B-

500 units
500 units
1.0 mg
0.086 mg
0.03 ml(R)

0.17mg
0.17 mg
2.86 mg
0.2 mg
0.06 mg
0.5 unit(R)
250 mg
25.0 mg
0.29 mg
0.25 mg(R)
2.5mg

0.26 mg
0.71 mg
0.009 mg
0.057 mg

-C-

8.0mg

8.0 mg

4 TJSP unit
143 mg
25mg
35.0mg
25.7mg Ca
300 mg(R)

200 mg(R)
20,0 mg

0.14 mg

200 mg(R)
10.0 meg(R)
53 mg

2.9
8.35
172.0
7.14
1.00
0.07
0.10

0.01
0.01
5.0
58.00
167.00

292
29.2
1.75
25.00
83.30
10.00
0.20 -
0.20
17.00
20.00
2.5

192
7.0
556.0
88.0

0.63
0.63
1.25
0.35
0.20
0.143
0.2
0.02
0.03
0.25
34.96
0.025
0.5
0.95



Cefamandole Nafate

Cefazolin Sodium

Cefonicid Sodium

Cefoperazone Sodium

Ceforanide

Cefotaxime Sodium

Cefotetan Disodium

Cefoxitin Sodium
Ceftazidime
Ceftizozime Sodium
Ceftriaxone Sodium
Cefurozime Sodium
Cephacetrile Sodium for Infection
Cephaloridine
Cephalothin Sodium Injection
Cephapirin Sodium
Cephradine for Infection
Cerulitide diethylamine
Chloramphenicol Sodium Succinate
Chlordiazepozide HCI
Chloroprocaine FCI
Cholecystokinin
Chorionic Gonadotropin
Chlormerodrin Hg197 Injection
Chlormerodrin Hg203 Infection

Chlormerodrine
Chloroquine HCI Injection
Chlorothiazide Sodium
Chlorpheniramine Maleate
Chlorpromazine HC1
Chlorprothixene Infection
Chlortetracycline HC1
Chormate Sodium Cr51 Injection
Chromic Chloride Injection
Chromic Phosphate P32 Suspension
Chymopapain
Chymotrypain
Cimetidine HCI Injection
Cisplatin for Injection

Citrate,Phosphate,Dextrose,Adenine Sol.

Cliadamycin Phosphate Infection
Cloxacillin

Codeine Phosphate Infection
Colchicine Infection

Colistimethate Sodium

Conjugated Estrogens

Corticotropin, Gel, Zinc & Repository
Cortisone Acetate

Cosyatropin

50 mg(R)
50 mg(R)
143 mg
28.57 mg
143 mg
28.5 mg
50.0 mg(R}
50 mg(R)
50 mg(R)
50 mg(R)
28.6 mg
214 mg
80 mg(R)
50 mg(R)
50 mg(R)
100 mg(R)
80 mg(R)
0.3 meg
25 mg

- 4 mg(R)
1143 mg
1.0IDU
1000 uaits(R)
7 ml

7 mi

14 mg

75 mg
15mg
0.57 mg
0.72 mg
0.72 mg
5mg

7 ml

1.0 ug(R)
7 ml

57.14 units
4.3 units
10.0 mg
2.7 mg

0.9 ml

24 mg(R)
20.0 mg(R)
0.86 mg
0.04 mg
10 mg(R)
036 mg
1.1 units
5.0 mg
3.57 mcg

0.10
0.10

©0.35

0.2
0.35
0.20
0.10
0.10
0.10
0.10
0.20
0.23
0.06
0.10
0.10
0.06
0.06
16.67
02
1.25
0.45
5.0
0.005
25.00+
25.00 +
3.57
0.70
0.30
8.80
6.90
6.50
1.00
25.00 +
5.00
25.00 +
0.09
1.16
0.5
1.90
5.56
0.20
0.25
5.80
125.00
0.50
13.89
4.60
1.00
1.40



Cryptenamine Acetate

Cupric Chloride Injection

Cupric Sulfate Infection
Cyanocobalamine and Repository
Cyclizine Lactate

Cyclophosphamide

Cyclosporine Infection and Concentrate
Cysteine HCI

*Cytarabine

Dacarbazine for Injection

Dactinemycin for Injection

Dantrolene Sodium

Daunorubicin HU

Decamethonium Bromide

Deferoxamine Mesylate

Dehydrocholate Sodium Injection
Deslanoside

Desmopressin Acetate
Desoxycorticosterone Acetate Injection
Desoxycorticosterone Pivalate Suspension
Dexamethasone Acetate Suspension
Dexamethasone Sodium Phosphate Injection
Dexpanthenol

Dextran 40

Dextran 40 in Sodium Chloride

Dextran 70

Dextrose- 5%-70%

Dextrose and Sodium Chloride
Diatrizoate Meglumine Injection

Diatrizoate Meglumine
and Diatrizoate Sodium 66% - 10%

60% - 30%

52% - 8%
50%
34.3%
28.5%-29.1%
Diatrizoate Sodium 50%
25%
20%
Diazepam Injection
Diazoxide Injection
*ibucaine
Dibucaine HU and Dextrose

Dicloxacillin Sodium
Dicyclomine HC1 Injection

1.86 CSR units

0.2 mg(R)
0.2 mg(R)
14.3 meg
1.00 mg
30.0 mg
0.12 ml.
7.14 mg
3.00 mg

5.00 mg(R)
0.2 mg(R)
10 mg

2.25 mg(R)
0.043 mg
30 mg(R)
150 mg
0.03 mg
0.5 Meg
0.07 mg
1.8 mg
0.23 mg
0.16 mg
7.1 mg
5.0ml

5.0 ml

14.0 ml
10.0 ml(R)
10.0 mi(R)
60% 1.0 ml
30% 4.4 ml

2.3 ml
1.4 ml
2.8 ml
-25%

- 35%
2.8 ml

I ml

4 ml

0.9 mi
043 mg
10.0 mg
0.14 mg
0.07 mg
20 mg(R)
0.29 mg

2.69
25.00
25.00
0.35
5.00
0.20
42.00 +
0.70
0.07

1.00
25.0
0.50
2.20
116.3
0.17
0.04
167.0
10.00
71.40
278
21.74
31.30
070
1.00
1.00
0.50
0.50
0.50
5.0
1.10

2.17

3.57

1.80

2.8 ml 1.80
2.8ml 1.80
1.80

5.0

1.25

5.56

11.60

0.50

3570
71.43

0.25

17.20



Diethylstilbestrol Injection

Diethylstilbestrol Diphosphate

Digitoxin Injection

Digoxin Injection

Dihydroergotamine Mesylate

Dihydroergotamine Mesylate, Heparin
Sodium & Lidocaine HC1

Dihydrostreptomycin Sulfate

Dihydrotachysterol

Diluent for Meningococcal Vaccine

Dimenhydrinate Injection

Dimercaprol

Dinoprost Tromethamine

Diphenhydramine HC1 Injection

Diphenidol ‘

Diphtheria Antitoxin,Pur.Conc.(equine}

Dobutamine HC1

Dopamine HU

Dopamine HU in Dextrose

Doxapram HC1 Injection

Doxorubicin HC1 for Injection

Doxyeycline Hycelate for Injection

Dromostanolone Propionate

Droperidol

DyphyHine Injection

Edetate Calcium Disodium
Edetate Disodium
Edrophonium Chloride Injection
Electrolyte Solutions- LVP
Emetine HCI
Ephedrine Sulfate Injection
Epinephrine Injection
Epinephrine Suspension
Ergocalciferol (D2)
Ergoloid Mesylates
Ergonovine Mateate
Ergotamine Tartrate
Erythromycin Gluceptate and Lactobionate
Estradiol (aqueous)
Estrogens (Combined) Aqueous

Estrogens Conjugated

Estrogenic Substances or Estrogens
Estrone Aqueous Suspension
Ethacrynate Sodium

Ethamivan Injection

7.14 mg
7.14 mg
0.045 mg
0.025 mg
0.014 mg

1667 units
10.0 mg(R)
0.03 mg
5.0 mi(R)
1.25mg
5.0mg
0.57 mg
1.5mg

0.3 mg

3.0 mi(R)
5.0 mgR)
30mg
3.0mg
4.00 mg
2.25 mg(R)
7.5 mgR)
1.4 mg
0.14 mg
7.1 mg

400 mgR)
250 mg(R)
1 mg(R)
10 mi(R)
0.93 mg
0.75 mg
0.014 mg
0.025 mg
142.8 units
0.004 mg
6.00 meg
0.014 mg
30 mg(R)
0.02 mg
0.026 mg
Estrone
0.36 mg
0.057 mg
0.057 mg
14 mg

5 mg(R)

0.70
0.70
111.00
200.0
357.00

0.003 (Heparin)
0.50
166.67
1.00
4,00
1.00
8.77
3.35
16.67
1.67
1.00
1.70
1.70
1.25
2.20
0.67
3.57
35.70
0.70

0.01
0.02
5.00
0.50
5.40
6.70
357.00
200.00
0.035
1250.00
0.8
357.00
0.17
250.00

192.31
14.00
88.00
88.00
3.60
1.6



Ethylnorepinephrine HU Injection
Etidocaine HC1

Etidocaine HU and Epinephrine
Etomidate Injection

Etoposide Injection

Evans Blue Injection

Factor IX
Fat Emulsion

Fentanyl Citrate
Fentanyl Citrate and Droperidol

Ferrous Citrate FeS9 Infection
Fibrinogen

Fibrinogen, Dried

Fibrinolysin and Desoxyribonuclease
Floxuridine

Fluorescein Sodium Injection
Fluorouracil Infection

Fluphenazine HM

Fluphenazine Enanthate or Decanoate
Folate Sodium

Fructose

Fructose and Sodium Chloride
Furosemide Injection

Gallamine Triethiodide
Gallium Citrate Ga67 Infection
Gelatin 6%

Gentamicin Sulfate
*Gentamicin Sulfate

Globulins (Humans)

Glucagon for Infection
Glycopyrrolate

Gold Aul98 Infection

Gold Sodium Thiomalate Injection
Gonadorelin HC1

Haloperidol, Decanoate and Lactate
Hemin for Injection

Heparin Sodium and Calcium
Heparin Sodium Infection

_F-

G-

0.029 mg
5.50 mg
5.5mg
0.6 mg
2.64 mg
0.36 mg

50.0 mi(R)
(10X) 3.2 ml
(20X) 1.6 m!
.15 mg
0,004 mg
Fentanyl
7ml

30.0 mg(R)
30.0 mg(R)
1.0 units(R)
50 mg(R)
250 mg(R)
12mg

0.05 mg
143 mg
0.0l mg
10.0 mlR)
10.0 mI{R)
L4 mg

14mg

7 ml

1.0 mi(R)
10 mg(R)
0.11mg
1.0 mi(R)
0.11 mg
0.009 mg
7 ml
1.0mg
1.4 mecg

0.07 mg
4.0 mg
2000
2000

172.40
0.90
0.08
8.35
1.90
14.00

0.10
1.56
3.13
33.3

1250.00
25.00 +
0.17
0.17
5.00
0.10
0.02
0.40
100.06
3.5
500.00
0.50
0.50
3.60

3.60
25.00+
5.00
0.50
45.46
5.00
45.50
555.50
25.00 +
5.00
3.60

714
1.25
USP units(R) 0.003
USP units(R) 0.003



Heparin Lock Flush Solution
Heparin and Sodium Chloride
Hetacillin Potassium
Hetastarch
Hexafluorenium Bromide Injection
Histamine Phosphate
Hyaluronate Sodium
Hyaluronidase Infection

and for Infection
Hydralazine HC1 Injection
Hydrocortisone Suspension
Hydrocortisone Acetate
Hydrocortisone Sodium Phosphate
Hydrocortisone Sodium succinate
Hydromorphone HCL
Hydroxocobalamin
Hydroxyprogesterone Caproate
Hydroxystilbamidine Isethionate
Hydroxyzine HC1 Injection
Hyocyamine Sulfate
Hyocyamine Sulfate and Scopolamine

Imipenem and Cilastatin
Imipramine HC1 Injection
Immune Serum Globulin
Indigotindisulfonate Sodium Injection
*Indium Pentetate Inlll Injection
Indium Chlorides Inl13m Injection
Indocyanine Green
Indomethacin Sodium
Insulin
Insulin Human
Inulin
Invert Sugar
Todamide meglumine - 24%
Todide Sodium 1123 Solution
lIodinated 1125 Albumin Injection
Iodide Sodium 1125 Solution
lodinated 1131 Albumin Injection
Iodinated 1131 Albumin Aggregated Injection
lodohippurate Sodium 1131 Injection
Rose Bengal Sodium 1131 Injection
Iodide Sodium 1131 Solution
Todipamide Meglumine Injection — 52%
10.5%

lodipamide Meglumine —

Diatrizoate meglumine

10.0 mKR)
10.0 ml

18 mg(R)
20 ml

0.6 mg
0.04 mg
0071 mg

75 USP units(R)
35 mg
4.0 mg
1.07 mg
4.0 mg
4.0 mg
0.057 mg
14.30 meg
143 mg
4.5 mg
1.4 mg
0.007 mg
0.007 mg

7.14 mg
1.0 mg
5.5 ml(R)
1 ml(R)
0.5 ml
2.0ml
0.7 mg
0.25 mg
2 units
50 mg
10 ml
43 ml
7.0 ml
7.0 ml
7.0 ml
7.0 ml
7.0 ml
7.0 ml
7.0 mi
7.0ml
0.6 ml
1.4 ml

0.14 mt

0.50
0.59
0.30
0.25
8.35
125.60
70.42

0.07
145
125
4.67
1.25
1.25
88.00
0.35
0.35
1.10
3.60
714.2%
71429

0.7
5.00
0.91
5.00
28.00
87.50
7.10
20.00
2.50
0.80
0.10
0.50
1.20
25.06
25.06
25.00
25.60
25.00
25.00
25.00
25.00
8.33
3.60

35.71



Iohexol

Iopamidol

*1ophendylate Injection
Iothalamate Meglumine Injection

Iothalamate Meglumine -
Tothalamate Sodium
Tothalamate Sodium

Ioxaglate Meghamine

Ioxaglate Sodium

Iron Dextran Injection

Iron Sorbitex

Isobucaine HU and Epinephrine
Isoniazid

Isoproterencl HU Injection
Isosulfan Sulfate

Isoxsupine HC1 Injection

Kanamycin Sulfate Injection
Ketamine HU

Labetalol HU

Leucovorin Calcium Injection
Leuprolide Acetate

Levallorphan Tartrate Injection
Levarterenol(norepinephrine bitartrate)
Levorphanol Tartrate Injection
Levothyroxine Sodium for Injection
Lidocaine HC1 Injection (and with DSW)
Lidocaine HC1 with Epinephrine
Lincomycin HU

Liver Derivative Complex

Lorazepam

Loxapine

Magnesium Sulfate
Manganese Chloride Injection
Manganese Sulfate

Mannitol

50mg

8.34 mg
(.22 ml
80%- 1.4 ml
60%- 2 mi
43%- 5.7 ml
30%- 4.3 ml

17.2% - 5.7 ml

52% - 26% 1.5 ml
66.8% - 1.5 ml
54.3% - 0.9 ml

3.6ml
3.6 ml

25 mg(R)
0.5 ml(R)
0.14 ml
30 mg
0.029 mg
0.71 mg
5 mg(R)

10 mgR)
13.0mg

4.3 mg
0.071 mg
0.014 mg
(.04 mg
0.06 mg
0.20 mg(R)
0.007 mg
4.5 mg
143 mg
10 mg
0.03 mg
(.05 mg
0.71 mg

57.1 mg

40.0 ug(R)
40.0 ug(R)
10.0 ml{R)

0.1

0.6

050
3.57
2.50
0.90
1.16
0.96

3.35
3.35
5.56
1.40
1.40
0.20
10.60
35770
0.20
172.00
7.00
1.00

8.50
0.40

1.20
70.40
357.00
125.00
83.33
25.00
714.00
1.10
3.50
0.50
166.67
100.00
7.80

0.09
0.125
0.125
0.50



Mammitol and Sodium Chioride

Mechlorethamine HU for Injection

Medroxyprogesterone Acetate

Menadiol Sodium Diphosphate (K-4)

Menadione

N. Meningococcal Polysaccharide
Pur. Bulk, Group A

N.Meningococcal Polysaccaride
Pur, Buld, Group C

Meningococcal Polysaccaride Vaccine
Group A

Meningococcal Polysaccaride Vaccine
Group C

Meningococcal Polysaccaride Vaccine
Group A and C

Menotropin

Meperidine HC1 Injection

Mephentermine Sulfate

Mepivacaine HU

Mepivacaine HC1 and Levonordefrin

Meprobamate Injection

Meprylcaine HU and Epinephrine

Mercaptomerin Sodium

Mersalyl with theophylline

ldrethoxylline Procaine

Mesoridazine Besylate Injection

Metaraminol

Methadone

Methandroil

Methapyrilene HC1

Methicillin Sodium

Methiodal Sodium Injection

Methocarbamol Injection

Methohexital Sodium

Methotrexate Sodium Injection

*Methotrexate Sodium Injection

Methotrimerprazine

Methoxamine HC1

Methyldopa HC1

Methylene Blue Injection

Methylergonovine Maleate

Methylprednisolone Acetate Suspension

Methylprednisolone Sodium Succinate
for Injection

Metoclopramide

Metocurine odide

Metoprolol Tartrate

*Metrizamide

Metrizamide

10.0 mi(R)
0.4 mg
143 mg
0.2 mg
0.09 mg

0.25 ug(R)

0.25 ug(R)

0.025 ug(R)

0.025 ug(R)

0.05 ug(R)
2 units (R)
2.14 mg
0.64 mg
6.6 mg
6.6 mg
1.0 mg
6.6 mg
3.57 mg
2.9mg
2.9 mg
071 mg
143 mg
0.57 mg
143 mg
0.6 mg

60 mg(R)
1300 mg(R)
28.6 mg
2.0 mg
2.5 mg
0.5 mg
0.28 mg
0.25 mg
10 mg

2 ml

2.9 meg
1.7mg

30.0mg
2.0 mg
0.4 mg
0.2 mg
429 mg
634.0 mg

0.50
12.50
0.35
25.00
58.30

20.00

200.00

200.00

2.35
7.80
0.80
0.80
5.0
0.80
1.40
1.72
1.72
7.00
3.50
8.80
3.50
833
0.08
0.004
0.2
2.50
2.00
.0.40
17.90
26.60
0.50
2.50
1.70
2.94

0.17
2.50
12.50
25.00
I1.17
10.008

20.00

100.00
2.50



Metrizoic

Metronidazole H;.1
Metyrapone Tartrate Injection
Mezlocillin Sodium
Miconazole Infection
*Miconazole Infection
Midazolam HU

Minocycline HC!

Mithramycin for Injection (Plicamyein)

Mitomycin for Injection
Molybdenum
"Morphine Sulfate
*Morphine Sulfate
Morrhuate Sodium
Moxalactam
Muromonab-CD3

Nafcillin

Nalbuphine HU
Nalorphine HU

Naloxone HU Injection
Nandrolone Decanoate
Nandrolone Phenpropionate
Neomycin Sulfate
Neostigmine Methylsulfate
Netilmicin

Niacin

Niacinamide Injection
Nicotinamide

Niketamide

Nine Vitamin Injection
Nitrofuranioin
Nitroglycerin
Nitroprusside Sodium
Norepinephrine bitartrate
Novobiocin for Injection

Opium Alkaloids HU
Orphenadrine Citrate Injection
Ouabain

Oxacillin Sodium
Oxymorphone HCI
Oxytetracycline

Oxytocin

73% - 2.9 ml
46.18% -1.0 ml
15.0 mg(R)
100 mg(R)
100 mg{R)
40.0 mg
029 mg

0.4 mg

5 mg(R)
.05 mg(®)
0.5 mg(R)
2.3 ug

0.29 mg
0.06 mg

36 mg

100.0 mg
0.07 mg

80.0 mg(R)
0.14 mg
0.43 mg
0.01 mg
2.9mg

1.4 mg

3.8 mg
0.04 mg

10 mg(R)
1.43 mg
1.43 mg
0.7 mg

0.9 m1:25% sol
1.0 ml
2.5mg
50.0 ug(R)
1.0 mg(R)
0.06 mg

10 mg(R)

028 mg
0.86 mg
0.007 mg
25.0mg
0.021 mg
12.5 mg
0.14 units

1.72
5.0
0.35
0.06
0.05
0.10
0.69
12.5
1.0
1060.00
10.00
2.17
17.00
333
1.40
0.05
71.50

0.06
35.7
11.60
500.00
1.70
3.60
1.30
125.00
0.50
3.5
3.50
7.14
5.56
5.0
2.00
0.1
5.00
83.35
0.50

17.86
5.80
714.2
0.20
238.10
0.40
35.70



Pancuronium Bromide
Papaverine HCI
Paraldehyde
Parathyroid Hormone
Penicillin G Benzathine Suspension
Penicillin G Potassium
Penicillin G Procaine

and Suspension
Peniciilin G Sodium
Pentagastrin
Pentamidine Isethionate
Pentobarbital Sodium Injection
Pentazocaine
Pentazocine Lactate Injection
Perphenazine
Phencbarbital Sodium Injection
Phenolsulforphthalein
Phentolamine
Phentylenetetrazol
Phenylephrine HC1
Penytoin Sodium Injection
Physostigmine Salicylate
Phytonadione
Piperacillin Sodium
Piperocaine HCl
Plasma Protein Fraction (5X)
Plicamyecin for Injection
Polyestradiol Phosphate
Polymyntin B Sulfate
*Polymyxin B Sulfate
Posterior Pituitary Injection
Potassium Acetate Injection
Potassium Chloride
Potassium Phosphate Injection
Potassium Phosphate in Dextrose
Potassium Phosphate in Lactated Ringers
Pralidoxine Chloride
Prednisolone Acetate Suspension
Prednisolone Acetate and

Predaisolone Sodium Phosphate

Suspension
Prednisolone Sodium Phosphate Injection
Predaisolone Sodium Succinate Injection
Predaisolone Tebutate Suspension
Prilocaine HCI

0.10 mg

1.7 mg

0.3 mi

0.57 units
50,000 units
50,000 units

68,500 units
50,000 units
0.006 mg
4.0mg

7.14 mg
0.29 mg
0.86 mg
0.14 mg
200 mg
0.09 mg
0.10 mg
7.14 mg
020 mg
15.0 mg
0.06 mg

36 mg

75.0 mg

4.3 mg

10.0 ml(R)
0.05 mg(R)
1.10 mg
20,000 units(R)
714 units(R)
0.29 units
¢.57 mEq
0.57 mEq
443 mg
10.0 m]
10.0 ml

40 mg

0.86 mg

1.14 mg
0.86 mg
0.86 mg
0.57 mg
08.6 mg

50.00

2.90

17.00

8.80

0.01/100 units
0.01/100 units

0.007/100 units
0.01/100 units
833.00

1.25

0.70

17.24

5.80

35.70

0.25

55.60

50.00

0.70

25.00

0.35

83.40

14.00

0.07

1.16

0.5

160.00

455

A03/100 units
.03/100 units
17.00

8.80

8.80

1.10

0.5

0.5

0.10

5.81

4.39
5.80
5.80
8.77
.60



Prilocaine HC1 and Epinephtine

Procaine HC1

Procainamide HC1 Injection

Prochlorperazine Edisylate Injection

Progesterone Aqueous

Promazine HU Injection

Promethazine HU

Propantheline Bromide

Propiomazine HC1 Injection

Propozycaine,Procaine HC1 & Levonordefrin

Propoxycaine,Procaine HC1 &
Norepinephrine Bitartrate

Propranolol HU Injection

Protamine Sulfate Injection

Protein Hydrolysate Injection

Prothrombin Complex

Protirelia

Pyridostigmine Bromide

Pyridoxine HC1

Quiaidine Sulfate
Quinidine Gluconate

Ranitidine HU

Reserpine

riboflavin

ringer's Injection

Ringer's in Dextrose

ringer's - Lactated Injection
Ringer's - Lactated in Dextrose
Ritodrine HU

Rolitetracycline for Injection
Rolitetracycline Nitrate

Saralasin Acetate

Secretin

Scopolamine HBr

Secobarbital Sodium Injection
Selenious Acid (Selenium)
Selenomethionine Se75 Injection

+ Siacalide

Sisomicin Sulfate
Sodium Acetate

2.8mg
8.6 mg
143 mg
0.28 mg.
1.43 mg
2.8 mg

1 mg
0.43 mg
1.10 mg
6.6 mg

6.6 mg

0.09 mg

5 mg(R)
10.0 ml

50.0 units(R)
7 mcg

029 mg
25mg

8.6 mg
114 mg

R~

0.71 mg
0.07 mg
0.7 mg
10.6 m!
10.0 ml
10.0 ml
10.0 m!
10.0 mgR)
5 mg(R)
5 mg(R)

-

0.26 mg
1.0 unit
0.009 mg
55 mg
1.43 ug
7.0 ml
0.02 meg
10.0 mg
1.25 mEq

1.80
0.60
0.35
17.80
3.50
1.80
5.00
11.60
4.60
0.80

0.80
55.60
1.00
0.50
0.10
0.70

- 17.00

0.20

0.60
0.45

7.00
71.50
7.10
0.50
0.50
0.50
0.50
(.50
1.00
1.00

19.2
5.0
555.60
0.90
35
25.00 +
250,00
0.50
3.90



Sodium Ascorbate

Sodium Bicarbonate

Sodium Chloride 0.45-0.9%

Sodium Chloride 3- 24.3%

Sodium Chloride - Bacteriostatic

Sodium Chloride 4.5%- Lactose 3%

Sodium Citrate

Sodium lodide

Sodium Lactate

Sodium Phosphate Injection

Sodium Phosphate P32 Solution

Sodium Salicylate

Sodium Tetradecyl Sulfate

Sodium Thiosalicylate

Sodium Thioaulfate

Somatrem for frjection

Somatropin

Soybean 011 Emulsion

Spectinomycin HU

Streptokinase

Streptokinase-Streptodornase
(Local)

Streptokinase-Streptodornase (IM)

Streptomycin Suifate

Streptozocin

Succinylcholine Chloride

Sufentanil citrate

Invert Sugar

Invert Sugar in Sodium Chloride

Sulbactam Sodium

Sulfadiazine Sodium

Sulfamethoxazole & Trimethoprim

Sulfisozazole Diolamine Injection

Sulfobromophthalein

Technetium Tc99m Albumin Aggregated Injection

Technetium Tc99m Dsofenin

Technetium Tc99m Etidronate Injection
Technetium Tc99m Ferpentetate Injection
Technetium Tc99m Gluceptate Injection
Technetium Tc99m Human Serum Albumin
Technetium T¢99m Medronate Injection
Technetium Tc99m Ozidronate Injection
Technetium Tc99m Pentetate Injection
Technetium T¢99m Scdium Pertechnetate

Technetium Tc99m Pyrophosphate

357 mg
4.3 mEq
10.0 mI(R)
14 ml

5.0 mI(R)
10.0 mi(R)
2.5 mEq
143 mg
2.4 mlq
40 mg P04
7.0 ml

93 mg
0.14 ml
2.1 mg
167 mg
02510
02010
3.13mi

50 mg(R)
35714310

3000.0 units(R)
1600.0 units(R)

20 mg
40.5 mg
2.5 mg
0.04 mg
10.0ml
10.0 ml
143 mg
50 mg

25 mg{sulf)
80 mg(R)
Smg

-T-

7 ml

7.0 ml
7.0 ml
7.6 ml
7.0ml
7.0ml
7.0 ml
7.0ml
7.0 ml
7.0 mi
7.0 mi

1.40
1.20
0.50
3.57
1.0
0.50
2.0
0.35
2.00
0.13
25.00
0.54
35.71
2.38
0.03
20.00
25.00
1.60
0.10
0.001

0.002
0.005
0.25
0.12
2.00
125.00
0.5
0.5
0.35
0.10
0.20
0.06
1.00

25.00
25.00
25.00
25.00
25.00
25.00
25.00
25.00
25.60
25.00
25.00



Technetium Te99m (Pyro- and trimeta-)
Phosphates Injection
Technetium Tc99m Succimer

Technetium Tc99m Sulfur Colloid Injection

Terbutaline Sulfate

Testolactone Suspension
Testosterone (aqueous suspension)
*Tetracaine Hydrochloride
*Tetracaine HC1 and Dextrose
Tetracycline HC1

Tetracycline Phosphate Complex
Thallous Chloride T1201 Injection
Theophylline and Dextrose
Thiamine HCI

Thiamylal Sodivm
Thiethylperazine Maleate
Thiopental Sodium

Thiotepa for Infection

Thiothizene HU Injection
Thyrotropin for Infection
Ticarcillin Disodium

Ticarcillin Disodium and Clavulanate
Tobramycin Sulfate

Tolazoline HC1

Tolbulamide Sodium
Triameinolone Acetate Suspension
Triamcinolone Acetonide
Triamcinolone Diacetate Suspension
Triamcinolone Hexacetonide Suspension
Tridihexethyl Chloride
Triethylenethiophosphoramide
Triethylperazine Maleate
Triffucperazine HC] Infection
Triflupromazine HC1 Inejction
Trimethaphan Camsylate
Trimethobenzamide HC1
Tromethamine

Tubocurarine Chioride

Urea
Urofollitropine
Urokinase

Vancomycin HC1
Vassopressin

7.0 ml

7.0 ml

7.0 ml
0.017 mg
1.43 mg
143 mg
0.29 mg
0.2 mg

50 mg(R)
5.0 mgR)
7.0 mi
5.0mg
143 mg
14.3 mg
0.14 mg
50mg

0.8 mg
0.657 mg
0.14 14U
100 mg{R)
75 mg

10 mg(R)
2mg

100 mg(R)
.14 mg
.14 mg
0.7 mg
0.29 mg
3.00 mg(R)
0.80 mg
0.43 mg
0.029 mg
0.86 mg
5.0 mg(R)
20.0 mg(R)
500 mg(R)
0.5 mg

-U-
1500 mg
1.06 units
440010
-

15 mg
0.29 units

- 25.00

25.00
25.00
50.00
3.50
3.50
0.70
1.00
1.00
1.00
25.00 +
1.00
3.50
0.35
35.80
1.00
6.20
88.00
36.0
0.05
0.07
0.50
2.60
0.05
4.39
439
7.14
17.24
1.70
6.25
11.63
172.00
5.80
1.00
0.25
0.02
10.00

0.003
470
0.0062

0.33
17.00



Vecuronium Bromide 0.12mg 44.00

Verapamil Hydrochloride 03mg 16.70
Vidarabine for Infection 10 mg(R) 0.50
Vinblastin Sulfate for Infection 0.5 mg 10.00
Vincristine Sulfate for Infection 0.038 mg 132.00
Viemycin Sulfate 143 mg 0.35
Vitamin A 7143 1U . 0.007
“W-
Warfarin Sodium for Infection 0.21 mg 24.00
Water for Infection and Sterile WFI 10.0 mi(R) 025+
Bacteriostatic WFI 5.0 ml 0.5+
Sterile Water for Inhalation 10.0 mI(R) 0.5+
Sterile Water for Irrigation 10.0 mi(R) 0.25 +
-XYZ-
Xenon Xel33 Infection 2.0 ml 87.50 +
*Yiterbium Yb169 Pentetate Injection 2.5ml 5.60 +
Zine Chloride Infection 02mgZn 25.0
Zinc Sulfate Infection 02mgZn 25.0

(*) - Intrathecal Injections

(+) - USP Limit NOTE: The limit formula for radiopharmaceuticals is 175/V except for intrathecally
administered products 14/V for intrathecal products. V equals the maximum recommended dose (listed
in the dose colummn), in mL, at the expiration date or time.

References:

Facts and Comparasons, Editors E. Kastrup and J. Boyd, Facts and Comparasons, Inc.

United States Pharmacopeia Dispensing Information, Volume 1, 1985, United States Pharmacopeia Convention,
Inc.

21 - Code of Federal Regulations



Traduccion de capitulo IV

IV. DROGAS HUMANAS Y ANIMALES Y PRODUCTOS BIOLOGICOS

Requerimiento General:
Los fabricantes deben usar un reactivo LAL autorizado por CBER en todas las

pruebas LAL de validacion, en proceso, y en producto terminado.

A. Validacién de la prueba LAL

La evaluacion de la prueba LAL como una prueba de endotoxina para la puesta
en venta de drogas humanas y animales incluye lo siguiente: (1) calificacién

inicial del laboratorio, y (2) la prueba de inhibicion e intensificacion.

1. Calificacion inicial del laboratorio

Se han descrito varias metodologias para la deteccion de endotoxina, usando
lisado de amebocitos del limulus. Actualmente disponibles comercialmente
lisados autorizados usan las técnicas gel clot, cromogénico, punto final
turbidimetrico o cinético-turbidimetrico. Otros métodos que han reportado
mostrar potencial para incrementar mas la sensibilidad del método LAL.

Los fabricantes deben evaluar la variabilidad del laboratorio que examina antes
de realizar cualquier prueba oficial. Cada analista que usa cada lote de LAL y
cada lote de endotoxina debe realizar la prueba para la confirmacion de la
sensibilidad rotulada del reactivo LAL o del criterio llevado a cabo. El apéndice
A proporciona los procedimientos y criterios para las actuales técnicas

autorizadas.



2. Prueba de inhibicién e intensificacion

El grado de inhibiciébn o intensificacion del LAL de un producto se debe
determinar para cada formulacion de medicamento antes de que la prueba LAL
se use para evaluar el contenido de endotoxina de cualquier droga. Toda
prueba de validacion se debe llevar a cabo en el producto no diluido o en una
dilucion apropiada. Las diluciones no deben exceder la méxima dilucion valida
(MVD) (ver apéndice D). Al menos tres lotes de produccion de cada producto

terminado se deben examinar por inhibicion e intensificacion.

a) Técnica gel-clot

La prueba inhibicion/intensificacion se debe realizar de acuerdo a las
indicaciones en la seccibn de preparacion de la prueba de endotoxinas
bacterianas USP (ver apéndice B). Brevemente, el método comprende tomar
una concentracion de la droga que contenga variadas concentraciones de un
estandar de endotoxina que soporte la sensibilidad del lisado y compararla a
unas series de la misma concentracién de endotoxina en agua sola. El producto
se inocula con endotoxina y se diluye con producto adicional (para que la
concentracion de la droga permanezca constante) a la misma concentracion de
endotoxina en agua. Los resultados de la determinacion de endotoxina en agua
y en el producto deben caer dentro de mas/menos una dilucion de dos veces la
sensibilidad rotulada. Si el producto no diluido muestra inhibicién, el producto se
puede diluir, no excediendo el MVD, con el mismo diluyente que se usara en la
prueba de liberacion y en el procedimiento repetido arriba. Controles negativos
(diluyente mas lisado) se deben incluir en todas las pruebas de

inhibicion/intensificacion.



b) Técnicas cromogénica y punto final-turbidimétrico

En la prueba inhibicion/intensificacion por estas técnicas, una concentracion de
la droga que contiene 4 lambda (A) de concentracion del RSE o CSE (lambda
es igual a la concentracion mas baja de endotoxina usada para generar la curva
estandar) se prueba en duplicado de acuerdo a la metodologia del fabricante
del lisado. La curva estandar para estas técnicas debe consistir de al menos
cuatro concentraciones de RSE o CSE en agua que se extiendan sobre el
rango deseado. Si el rango deseado es mas grande que un log,
concentraciones adicionales del estandar se deberan incluir. La curva estandar
debe satisfacer el criterio para linealidad como se perfila en el apéndice A(2). La
cantidad detectada de endotoxina en la droga inoculada debe estar dentro de
mas o menos 25% de la concentracion 4 lambda para la concentracion de la
droga para no ser considerado ni intensificador ni inhibidor del ensayo. Si el
producto no diluido muestra inhibicién, el producto se puede diluir, no
excediendo la MVD, y repetir la prueba.

Se debe realizar un procedimiento alterno como se describe arriba excepto que
la curva estandar RSE/CSE se prepara en un producto LAL negativo, sin
endotoxinas detectables, en lugar de agua LAL negativa. La curva estandar
debe satisfacer la prueba de linealidad, ed. r igual o mayor que 0.980, y
ademas la diferencia entre las lecturas D.O. para la concentracion mas baja y
mas alta de endotoxina debe ser mayor que 0.4 y menor que 1.5 unidades D.O
Si la curva estandar no satisface estos criterios, el producto no se puede

analizar por el procedimiento alterno.

c) Técnica cinética-turbidimétrica

En la prueba inhibicién/intensificacion por esta técnica, una concentracion de la
droga que contiene 4 lambda de concentracién del RSE o CSE (lambda es igual

a la concentracion mas baja de endotoxina usada para generar la curva



estandar) se prueba en duplicado de acuerdo a la metodologia del fabricante
del lisado. La curva estandar para estas técnicas debe consistir de al menos
cuatro concentraciones de RSE o CSE en agua que se extiendan sobre el
rango deseado. Si el rango deseado es mas grande que un log,
concentraciones adicionales del estandar se deberan incluir. La curva estandar
debe satisfacer el criterio perfilado en el apéndice A(3). Lo calculado significa la
cantidad de endotoxina en el producto inoculado, con relaciébn a la curva
estandar, debe estar dentro de mas o menos 25% para no ser considerado ni
intensificador ni inhibidor del ensayo. Si la droga no diluida muestra inhibicion o
intensificacion, la droga se puede diluir, no exceder el MVD, y repetir la prueba.
Un procedimiento alterno se debe realizar segun se prepara la curva estandar
RSE/CSE en la droga o la dilucién en lugar de agua. La droga no puede tener
una concentracion de endotoxina de segundo plano de mas de 10% (estimado
por la interpolacion de la linea de regresion) de la concentracion lambda
(lambda igual a la concentracion mas baja usada para generar la curva
estandar). La curva estandar debe cumplir la prueba para linealidad, i.e. r igual
0 menor que -0,98, y ademas la pendiente de la regresion debe ser menor que -
0.1 y mayor que -1.0. Si la curva del estandar no cumple estos criterios, la
droga no se puede examinar por el procedimiento alternativo.

En estos casos cuando la droga es manufacturada en varias concentraciones
de ingrediente activo mientras los otros componentes de la formulacion
permanecen constantes, solo se necesita examinar la concentracion mas alta y
la mas baja. Si hay una diferencia significativa, i.e. mayor del doble, entre los
puntos de inhibicién o si la concentracién de la droga, por mL, en las soluciones
examinadas es diferente, entonces cada concentracion remanente debe
analizarse. Si la droga muestra inhibicion o intensificacion en el MDV, cuando
se examina por los procedimientos en las secciones de arriba, y es receptiva la
examinacion por conejo, entonces la prueba de conejo seré la prueba apropiada

para esa droga. Si las sustancias de inhibicion o intensificacion se pueden



neutralizar sin afectar la sensibilidad de la prueba o si la prueba LAL es més
sensible que la prueba de pirdgenos de conejo se puede usar la prueba LAL.
Para las drogas no receptivas a la prueba de pirdgenos de conejo, el fabricante
debe determinar la cantidad mas pequefia de endotoxina que se puede
detectar. Estos datos deben ser presentados a la oficina de FDA apropiada para

revision.

Las pruebas de inhibicién/intensificacion se deben repetir en una unidad del
producto si el fabricante del lisado se cambia. Si se cambia la técnica del lisado,
las pruebas de inhibicion e intensificacion se deben repetir usando tres lotes.
Cuando el proceso de manufacturacion, la formulacion del producto, la fuente
de un ingrediente particular de la formulacion de la droga, o el lote de lisado se
cambia, el control positivo del producto se puede usar para verificar la validez
de la prueba LAL para el producto. Se fomentan los acuerdos de que se esta
obteniendo un ingrediente de un nuevo fabricante para incluir como parte de su
calificacion la prueba de pirégenos de conejo para determinar que el ingrediente

no contiene pir6genos no-endotoxina.

B. Pruebas de Rutina de Drogas por la prueba LAL.

Las pruebas de producto final se basan en datos de la prueba
inhibicion/intensificacibn como se resume en la seccion A (2). Las muestras,
estandares, controles de producto positivo y negativo se deben examinar al

menos por duplicado.

Para la técnica gel -clot, una serie de endotoxina estandar no tiene que ser
ejecutada con cada serie de pruebas, si la coherencia de criterios de valoracion

estandar se ha demostrado en las pruebas.



Debe ejecutarse al menos una vez al dia con la primera serie de juegos y
repetirse si hay algin cambio en el lote lisado, mucho endotoxina o condiciones
de prueba durante el dia.

Una serie de endotoxina estandar se debe ejecutar cuando se confirma la
contaminacion del producto final. Controles positivos del producto
(Concentracién 2 lamda de endotoxina estdndar en el producto) deben ser
positivos. Si el protocolo indica que se esta utilizando la prueba de endotoxina
bacteriana (USP), recuerde que se requiere una serie estandar para ejecutarse
con cada prueba. La desviacion anterior debe tenerse en cuenta en el protocolo

de la prueba.

Para las técnicas cromogénica y turbidimétrica de punto final, una serie de
endotoxina estandar no tiene que ser ejecutado con cada serie de pruebas, si la
coherencia de las curvas de calibracion se ha demostrado en el las pruebas de
laboratorio. Hay que correr por lo menos una vez al dia con la primera serie de
pruebas y repetir si hay algin cambio en el lote de lisado, endotoxina o
condiciones de prueba durante el dia. Sin embargo, al menos, duplicados de
una concentracién de 4 lambda estandar en agua y en cada producto (control
positivo del producto) debe ser incluido con cada serie de muestras.

La concentracion de endotoxina media de la norma debe estar dentro de mas /
menos 25% de la concentracion real y el control positivo del producto debe
cumplir con los mismos criterios que tras la sustraccion de cualquier
endotoxinas endégenas. Una serie de endotoxina estandar se debe ejecutar

cuando se confirma la contaminacion del producto final.

Para el ensayo turbidimétrico cinético, no es necesario ejecutar una curva
estandar de cada dia o cuando se confirme la contaminacién del producto final,
si la consistencia de las curvas de calibracion se ha demostrado con las

pruebas en el laboratorio.



Sin embargo, el menos duplicados de una concentracion de estandar de 4
lambda en agua y en cada producto (control positivo del producto) debe ser
incluido con cada serie de muestras. La concentracion de endotoxina media de
la norma cuando se calcula utilizando una curva estandar de archivo (véase el
apéndice C), debe estar dentro de mas/menos 25% de la concentracion real y
el control positivo del producto debe cumplir con los mismos criterios tras la
sustraccion de cualquier endotoxina endégena. Si el procedimiento alternativo,
se utiliza un estandar en la serie del producto debe realizarse cada vez que se

prueba el producto.

Antes de que un nuevo lote de lisado se utilice, la sensibilidad de la etiqueta o
los criterios de desempefio deben ser confirmados por el laboratorio, utilizando

los procedimientos en el Apéndice A.

La técnica de muestreo seleccionado y el nimero de unidades a ensayar debe
basarse en los procedimientos de fabricacion y el tamafio del lote.
Un minimo de tres unidades, lo que representa el principio, medio y final, deben
ser probados de un lote. Estas unidades se pueden ejecutar
individualmente o agrupados. Si las unidades se agrupan y las endotoxinas
se detectan, la repeticion de la prueba se puede realizar. La prueba del LAL se
puede repetir mas de dos veces. La primera consiste en repetir dos veces el
namero inicial de réplicas de la muestra que se trata de examinar para
descartar la posibilidad de que la contaminacion extrinseca se produjo en el
procedimiento de ensayo inicial. En muestras colectivas, en su caso endotoxina
se detecta en la repeticion en primer lugar, proceder a la segunda repeticion. La
segunda repeticion consiste en un adicional de 10 unidades de analizarse por
separado, ninguna de las 10 unidades de prueba en la segunda repeticion
puede contener endotoxina en exceso de la concentracion limite para el

medicamento.



Lo que se presenta a continuacion debe ser considerado como el limite de
endotoxina para todos los medicamentos parenterales para satisfacer si la
prueba del LAL puede ser utilizado como la prueba de endotoxinas para

productos finales:

1. K/M: Para cualquier droga administrada por via parenteral, excepto los
administrados por via intratecal, el limite de endotoxina para la endotoxina se
define como K/H, lo que equivale a la cantidad de endotoxina (UE) permitido por
ng o ml de producto. K es igual a 5,0 EU / Kg. (Vea el Apéndice D para la
definicion de M).

Para los medicamentos parenterales que tienen como via de administracion la
intratecal:
K esigual a 0,2 EU / Kg.

Medicamentos exentos de los limites de la endotoxina anterior son:
1. Drogas farmacopéicas sujetas a limitaciones de endotoxina establecidas.

2. Medicamentos no oficiales con objeto de solicitudes de nuevo farmaco,
aplicaciones de antibiéticos de drogas, nuevas aplicaciones de drogas de los
animales, y productos bioldgicos certificados en diferentes limites que han

sido aprobado por el organismo.

3. Drogas en investigacion o productos bioldgicos para los que un IND o INAD
se ha presentado y aprobado una patente.

4. Drogas o productos biolégicos que no pueden ser probados por el método de

LAL.Un lote que no pasa la validacion de LAL no debe ser analizado por la



prueba de pirébgenos en conejos y ponerse en libertad (de distribucion) si se
aprueba. Debido a la alta variabilidad y la falta de reproducibilidad de la
prueba de conejo como un procedimiento de ensayo de la
endotoxina, que no consideramos que sea un procedimiento de reevaluacion

apropiada de los fracasos LAL.



Traduccion de Apéndice A
APENDICE A

Procedimiento de control de calidad
Los siguientes procedimientos y criterios se usan para la calificacion y
recalificacion inicial de analistas en el laboratorio, y para probar nuevos lotes de

lisado antes de usatr.

1) Tecnica de punto final gel clot

Para la técnica gel - clot se usaran los procedimientos de la monografia de
Pruebas de Endotoxinas Bacteriales USP (ver Apéndice B) para la prueba de

control de calidad.

2) Técnicas cromogénicay turbidimétricas de punto final

Cada prueba debe ser dirigida de acuerdo a la metodologia especifica del
fabricante.

Usando el RSE o el CSE cuya potencia se conoce, correr 4 replicas de un set
del rango lineal de concentraciones de endotoxina rotulado en la etiqueta. Las
concentraciones del estdndar deben incluir los limites de la posicion mas alta y
mas baja del rango. El andlisis de regresion lineal se hace sobre los valores de
absorbancia de los estandares (eje y) contra sus respectivas concentraciones
de endotoxina (eje x). El coeficiente de correlacion, r, debe ser mayor o igual a
0.980. Si r es menor que 0.980 se debe determinar la causa de la no linealidad
y repetir la prueba. Este limite de linealidad se usa también para juzgar la
validez de las curvas estdndar usadas para las pruebas de
inhibicion/intensificacion y las pruebas de la muestra. Ademas de reunir estos
requerimientos, cualquier otra prueba o requerimiento especificado por el

fabricante del lisado también se debe unir.



3) Técnica cinética-turbidimétrica

Cada prueba debe ser dirigida de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Usando el RSE o CSE cuya potencia, en unidades de endotoxina (ver Apéndice
C), se conoce, ensayar al menos 6 concentraciones por triplicado en el rango
0.03 — 1.0 EU/mL. Si la configuracién del instrumento no permite correr las 6
concentraciones a la vez, los datos se pueden obtener en multiples corridas y
combinados. Realizar el analisis de regresion-correlacion sobre el log del
Tiempo de Reaccion (T) contra el log de la concentracion de endotoxina (E). El
coeficiente de correlacion, r, debe ser menos o igual a -0.980. Si r es mayor
que -0.980 se debe determinar la causa de la no linealidad y repetir la prueba.
Ademas de reunir estos requerimientos, cualquier otra prueba o requerimientos

especificados por el fabricante del lisado también se debe unir.

Nota: el apéndice B se remite al anexo N°3 (version actual de la prueba de

endotoxinas bacterianas)
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cada una de Jas tres placas con la dilucién de proeba media del Bs-
téndar (S5) y cada uno de los nueve cilindros restantes con 1a dilu-
cién de prueba correspondiente (Us) de la Muestra Desconocida.

Método Turbidimétrico

Fl dfa de la valoracién, preparar tas dosis necesarias diluyendo
fas soluciones madre del Bsténdar y de cada Muestra Desconocida
sepiin se define en Preparacion del Estdndar y Preparacion de la
Muestre. Agregar 1,0 L. de cada dosis, excepto en ¢l caso de Gra-
micidina, Tiostreptén y THosina (utilizar 0,10 mL) & cada uno de
ires tubos de ensayo preparados y colocar fos tres tubos replicados
en una posicién, elegida al azar, en una gradilla u otro soporte. In-
cluir de manera similar en cada gradilla 1o o dos tubos de control
qne contengan 1 mL del diluyente de prueba (ver la Tabla 1) pero
no.antibistico. Una vez completada la gradilla de solwciones de
prueba (con Candicidina dentro de los 30 minutos del momento en
que se afiade el agua a la solucién madre de dimetil sulféxido),
agregar 9,0 mL de indeulo a cada tubo de la gradilla y colocar de
inmediato la gradilla completada en wna incubadora o en un bafio de
agna mantenidos a una temperatura de 36° a 37,5°, excepto en el
¢as0 de la Candicidina (incubar 2 una temperatura de 27° a 25°),
Tncubar los tubos durante 4 a 5 horas, excepto en el caso de Capreo-
micina, Cloranfenicol, Cicloserina, Dihidroestreptomicina, Bspecti-
noticina, Estreptomicina y Troleandomicina (incubar durante a4
horas), Tilosina (incubar durante 3 a 5 horas) y Candicidina (incu-
bar durante 16 a 18 horas). Después de la incubacitn, agregar a
cada tubo 0,5 mL de formaldehfdo diluido, excepto en ¢l taso de ia
Tilosina (calentar 1 gradilia en un bafio de agua & una temperatura
de 80° & 90° durane 2 4 6 minutos o en un bafo de vapor durante 5
2 10 minutos y llevar a temperatara ambiente), tomando una gradi-
1ia a Ia vez, Jeer su transmitancia o absorbancia en yn espectrofotd-
metro adecuado equipado con un filtro de 530 nm o 580 nm (ver
Espectrofotémetro en Aparato).

Para 1a valoracién de 1 nivel con una curva estindar, preparar
diluciones que representen cinco niveles de prueba del Bstdndar {5
2Ss) y un nivel de prueba dnico (Us) de cada una de hasta 20 Mues-
tras Desconocidas correspondiente a Ss del Estdndar. Preparar tam-
bién un S5 adicional como prueba de crecimiento. Agregar 1 mL de
cada dilucién de prueba, excepto en el caso de la Gramiciding,
Tiostrept6n y Tilosina (utilizar 0,10 mL), a tres tubos y 1 mh de
diluyente sin antibidtico a seis tabos como controles, Distribuir un
conjunto completo, inchiyendo dos tubos de controles, a una gradi-
Tla, intercaldndolos al azar. Agregar 9,0 mL de in6culo, excepto en
¢l caso de Tiostrepton (utitizar 10,0 mL de inéeulo), incubar, agre-
gar 0,5 mL de formaldehide diluido y completar la valoracién como
se indicd anteriormente. Determinar Ja duracién exacta de la incu-
bacién observando el crecimiento en la concentracion de referencia
(dosis media) de las dilaciones del estdndar ( S3).

CALCULO

Para calcular Ja potencia a parti de los datos obtenidos con el
método de cilindro-placa o ¢l métedo turbidimétrico, proceder en
cada caso segiin se indica en Potencias Interpoladas a partir de una
Curva Estdndar (ver Disefio y Andlisis de Valoraciones Biolégicas
{111, utilizando un método de regresion lineal por minimos cua-
drados y una prucha de Jinealidad. En aguellos casos en los que se
realiza in pimero de valoraciones del mismo material con Ja misma
curva estandar, calcufar el coeficiente de variacién en los resuliados
de todas las valoraciones def material. Bn aquellos casos en los que
se realiza més de una valoracién del mismo material con diferentes
curvas estdndar, promediar los dos o més valotes de la potencia.
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(85) PRUEBA DE ENDOTOXINAS
BACTERIANAS

*Partes de este capftulo general han sido armonizadas con los
textos correspondientes de la Farmacopea Europea o de la Farmaco-
pea Japonesa. Aquellas partes que 1o estdn upificadas estén marca-
das con los simbolos (*4) para especificar dicha sitvaci6n.y

Bste capitulo describe una prueba para detectar o cuantificar fas
endoloxinas bacterianas que pueden estar presentes en la muestra de
mn artfculo o articulos a fos que se aplica la prueba. Se usa Lisado
de Amebocitos de Limulus (LAL) obtenido a partir de extractos
aciosos de amebocitos circulantes del cangrejo herradura (Limudus
polyphemus o Tachypleus tridentatus), g)teparado y caracterizado
para ser wiilizado como Reactivo LAL. "+

Hay dos tipos de técnicas para esta prueba; las técnicas de coagu-
Tacién {gel-clo) que se basan en la formacion de un gel y las técni-
cas fotométricas. Estas dltimas comprenden un-método turbidime-
trico, que se basa en fa produccién de turbidez después de fa ruptura
de unjones de un sustrato endégeno v un método cromogénice que
se basa en ¢l desarrollo de color después de la ruptura de un com-
plejo sintético péptido-cromégeno, Proceder eropleando cualquiera
de estas téenicas, a menos que en la monograffa se indique algo
diferente. Si hubiera discreparicias en Jos resultados, la"decisién fi-
nal se basa en las técnicas de coagulacidn, salvo que en la monogra-
fia se indigue algo diferente.

En las técnicas de coagulacién, el punto’final de fa reaccion se
determina 2 partir de diluciones del material en andlisis compardn-
dolas directamente con diluciones en paralelo de una endotoxina de
referencia, y las cantidades de endotoxina 'se expresan como Unida-
des USP de Endotoxinas (UB-USP). [NOTA-—Una UB-USP es igual
a tma Ul (Unidad Internacional) de ehdotoxinas.]

Debido a que los Reactives LAL han sido formulados para ser
utilizados también en pruebas turbidimétricas o colorimétricas, di-
¢has pruebas se pueden emplear para cumplir con 08 requisitos. Es-
tas pruebas requieren que se establezea una curva de regresion es-
t4ndar; el contenido de endotoxina del material de prueba se
determina por interpolacion de la curva, Los procedimientos inclu-
yen la incubacién durante un perfodo predeterminado de ta endoto-
Xina de reacci6n y de soluciones de control con Reactivo LAL y ia
Jectura de Ja absorbancia de la Tuz espectrofotométrica 2 longitudes
de onda adecuadas. En €l procedimiento turbidimétrico de punto fi-
nal I lectura se hace inmediatamente al final dek perfodo de incuba-
¢i6n. Bn €l procedimiento colorimétrico de punto final la reaccién
se detiene al final del perfodo preseleccionado mediante el agregado
de un agente que detiene a reaccién enzimdtica antes de realizar las
fecturas. Fn los ensayos cinéticos colotimétricos y turbidimétricos
12 absorbancia se mide durante el perfodo de reaccion ¥ los valore
de velocidad se determinan a partir de esas lecturas. .

APARATOS Y MATERIAL DE VIDRIO

Eliminar los pirégenes de todo el material de vidrio y otros mate-
riales termoestables en una estufa de aire caliente mediante un pro-
ceso validado.*? El tiempo y la temperatura minimos que s usan
habitualmente son 30 minutos a 250°. Si se emplean aparatos de
pléstieo, tales como microplacag y puntas para pipetas automdticas,
usar s6to los que se han demostrado que estdn exentos de endotoxi-
nas detectables y que no intexfieren con la prueba. [NOTA—En este

“TE Reactivo LAL reacciona con algunos S-glucanos ademds do reaccionar con las
dotoxinas, Algunas preparaciones que estdn tratadas no reaccionan con B-glucanos y

se deben usar para muestras que contengan ghicanos.

%2 Py realizar una pracba de validez del procedimiento para Inactivar endotoxinas, ver

Esterilizacién por Calor Seco en Esserilizacidn y Garaniie de Esterilidad de Artfculos

Farmacopeicos {12113, Usar un Reactivo LAL con una sensibilidad no menor de 9,15

Unidades de Endotoxinas por ml.s
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capitulo, el término “tube” incluye cualquier otro receptdculo, como
por ejemplo los pocilios de las placas de microtitulacion. ]

PREPARACION DE LA SOLUCION MADRE
DEL ESTANDAR DE ENDOTOXINA Y LAS
SOLUCIONES ESTANDAR

Fl ER Endotoxina USP tiene una potencia definida de 16000
Unidades USP de Endotoxina {UE) por vial. Reconstituir todo el
contenido de 1 vial de ERE (Estdndar de referencia de endotoxing)
con 5 mL de Agua Reactivo para LAL'?,, mezclar intermitente-
mente durante 30 minutos con un mezclador por vértice y usar este
concentrado para hacer diluciones en serie adecuades. Conservar el
concentrado en un refrigerador durante no més de 14 dias para pre-
parar diluciones posteriores. Mezclar vigorosamente con un mezcla-
dor por vértice durante no menos de 3 minutos antes de usar. Mez-
clar cada dilucién durante no menos de 30 segundos antes de
preparar la siguiente dilucién. Debido a la pérdida de actividad por
adsorcién, no almacenar las diluciones en ausencia de datos que
respalden lo contratio.

Pruebas Pr\eparatorias

Usar un Reactivo LAL cuya sensibilidad declarada en la etiqueta
haya sido confizmada,

La validez de los resuitados de la prueba de endotoxinas bacteria-
nas requiere una adecuada demostracion de que las muesiras del ar-
ticulo o de las soluciones, los lavados o los extractos de los mismos,
a los que se les realizard la prueba, no inhiben ni potencian por s
mismos la reaccion, ni interfieren con la prueba de ninguna otra ma-
nera. La validacién se lleva a cabo realizando la prueba de inhibi-
ci6n o potenciaci6n descrita en cada una de las tres técnicas indica-
das. Se incluyen controles negativos adecuados. La validacidn debe
repetitse si se cambia la fuente de Reactivo LAL o el métode de
fabricacion o formulacién del articulo. :

Preparacién de las Spluciones de Prueba

Preparar soluciones de prueba disolviendo o diluyendo férmacos
o extrayendo dispositivos médicos utilizando Agua Reactivo para
LAL. Algunas sustancias o preparaciones se pueden disolver, diluir
o extraer de un modo mds adecuado en otras soluciones acuosas. Si
fuera necesario, ajustar el pH de la solucién {0 de la diluci6n) que
se va a examinar de modo que ¢l pH de la mezela del Reactivo LAL
¥ la muestra se encuentre dentro del intervalo de pH especificado
por ¢l fabricante del Reactivo LAL. Esto s¢ aplica habitualmente a
un producto con un pH comprendido entre 6,0 v 8,0. El pH se puede
ajustar con un 4cido, una base o una solucién amortiguadora ade-
cuada segiin lo recomiende el fabricante del Reactivo LAL. Los 4ci-
dos y las bases se pueden preparar a partir de concentrados ¢ $dli-
dos con Agua Reactivo para LAL en recipientes exentos de

endotoxinas detectables. Las soluciones amortiguadoras se deben’

validar para garantizar que estén libres de endotoxinas defectables y
otros factores de interferencia.

DETERMINACION DE LA MAXIMA
DILUCION VALIDA (MDV)

La Méxima Dilucién Vélida es la dilucidn méxima permitida de
una muestra a la que se le puede determinar el Ifmite de endotoxina.
Se aplica a soluciones inyectables o soluciones de administracién
parenteral en la forma reconstituida o dituida para administracion,
0, cuando corresponda, a la cantidad de férmaco en peso si el volu-
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men de la forma farmacéutica para adminisizacidn pudiera variar.
La ecuacién general para determinar la MDYV es:

MDYV = (Limite de endotoxina x Concentracion de la solucién de
muestra) / (A

donde la concentracién de la solucién de muestra v & se correspon-
den con las definiciones dadas a continuacién. Cuando en una mo-
nograffa individual se especifique fa concentracion Ifmite de endo-
toxina por velumen (en UE por mL), se debe dividir ¢l limite por A,
que representa la sensibilidad declarada en la etiqueta (en UE pox
mL} del Reactivo LAL, para obtener el factor MDV. 8i en la mono-
grafia individual sé especifica la concentracién limite de endotoxina
en términos de peso o Unidades de formaco activo (en UE por mg o
en UE por Unidad), multiplicar el lfmite por la concentracién (en
mg por mL o en Unidades por mL) del farmaco en la solucidn so-
metida a prueba o del firmaco reconstituido seglin las instrucciones
de la etiqueta, segdn corresponda, y dividir el producto de la multi-
plicacién por A, para obtener el factor MDYV, El factor MDV asf
obienido es ¢l factor de dilucién limite de la preparacién para que la
prueba sea vélida.

DETERMINACION DE LOS LIMITES DE
ENDOTOXINA

] Iimite de endotoxina pera farmacos de administracidn parente-
ral, definido en base a fa dosis, es igual a K/M, ™+ en donde K es el
umbral de Ja dosis pirogénica de endotoxina por kg de peso cor-
poral en seres humanos, y M es igual a Ia dosis méxima recomen-
dada para seres humanos de un producto por kg de peso corporal
durante un petfodo de una hora.

El lmite de endotoxina para fArmacos de administracién parente-
ral se especifica en las monografias individuales en unidades como
por ejemplo UB/mL, UE/mg, o UE/Unidad de actividad biol6gica.

TECNICAS DE COAGULACION

Las téenicas de coagulacién detectan o cuantifican las endotoxi-
nas baséndose en la coagulacitn del Reactivo LAL en presencia de
la endotoxina. La concentracion de endotoxina necesaria para gue el
lisado se aglutine en condiciones estdndar, es la sensibilidad decla-
rada en la etiqueta del Reactivo LAL. Para asegurar tanto la preci-
$i6n como la validez de la prueba, en Pruebas Preparatorias para
las Técnicas de Coagulacion se describen las pruebas para confit-
mar la sensibilidad declarada en ia etiqueta del Reactivo LAL
para los factores de interferencia. ‘

Pruchas Preparatorias para las Técnicas de
Coagulacion

Prueba de Confirmacién de la Sensibilidad Declarada en la
Etiqueta del Reactive LAL—Confirmar la sensibilidad declarada
en la etiqueta utilizando por lo menos 1 vial del lote de Reactivo
I.AL. Preparar una serie de diluciones dobles de ER. Endotoxina
USP en Agua Reactivo para LAL para obtener concentraciones de
2, &, 0,54 y 0,254, en donde A corresponde a lo definido antezior-
mente. Bfectuar la prueba por cuadruplicado sobre cada una de las
cuatro concentraciones estdndar e incluir controles negativos. La
prieba de confirmacion de sensibilidad del lisado se debe Hevar a
cabo cuando se usa una pattida nusva de Reactivo LAL o cuando
hay algtin cambio en las condiciones expeximentales que puedan
afectar el resultado de la prueba.

Mezclar un volunen del Reactivo LAL con un volumen igual
(como por ejemplo alicuotas de 0,1 mL) de una de las soluciones
estdndar en cada tubo de ensayo. Cuando se usen viales o ampollas
de prueba individuajes que contengan Reactivo LAL Hofilizado,

* ¥ es 5 UE-USP/kg para cualquier via de administyacién que fo sea la intratecal (para
ta cual ¥ es 0,2 UE-USP/kg de peso corporal). En ¢l caso de productos radiofacmacén-
ticos que no se administeen por via intratecal, el Mmite de endotoxina se caleula como
1751V, donde ¥ es la dosis méxima recomendada ep mL. En el caso de radiofdrmacos

dministrados por via intratecal, el limite de endotoxina se cbtiene mediante la f6rwla

*3 Agua Estéril para inyeccidr u otro tipo de agua que no presente ninguna reaccién
con ¢ Reactivo LAL especifico con el que se va a usar, al limite de sensibilidad de
dicho reactivo.+ -

147, Para formalaciones (habitualmente productos oncolfgicos) que se adminjstran
por metro cuadrado de superficle corporal, a férmula es K/M, en donde K =5 UB/kg y
M es la (dosis méxima/m¥hora X 1,80 m*70 Kg. +
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agegar directaments Jas soluciones al viel o a la ampolla. Incubar
“la mezcla de reaccin durante un perfodo constante segln las ins-
trucciones del fabricante del Reactivo LAL (habitualmente 2
74 1° durante 60 :+ 2 minutos), evitando vibraciones. Para analizar
*la integridad del gel, sacar uno a uno los tubos directamente de la
“incubadora y con un dnico movimiento suave, invertirlos aproxima-
damente 180°. Si se ha formado un gel firme que permanece en su
lugar después de invertir los tubos; registrar el resultado como posi-
tivo. Un resultado es negativo si ro se forma um gel con esas carac-
* Terfsticas, La prueba no es vdlida a menos gue Ja concentracion mds
baja de las soluciones estdndar muestre un resultado negativo en
“todas las pruebas repetidas, )

El punto final es la dltima prueba positiva en la serie de concen-
traciones decrecientes de endotoxina. Calcular ¢f valor medio de los
Iogaritmos de la concentracién en el punto final y luego el antiloga-
ritmo del valor medio wsando la ecuacion siguiente:

. Media Geométrica de la Congentracién del Punto Final = antilo-
i garitmo (Ze /f) '

dopde Ze es la suma de los Jogaritmos de las concentraciones de
punto final de la serie de dilucién utilizada, y f es el mimero de
tubos de ensayo repetidos. La media geométrica de la concentracién |
‘del punto final es la sensibiidad medida del Reactivo LAL (en UB/
mL). 8i ng es menor de 0,54 y no es mayor de 23, se confirma la
sensibifidad declarada en la etiqueta y se usa en pruebas realizadas

- Goh este lisado.

Prueba de Factores de Interferencia para las Técnicas de
Coagulacién—Preparar soluciones A, B, Cy D como se muestra
en la Tabla I y realizar la prueba de inhibicién o potenciacién en
fas soluciones de muestra a una dilucién menor que la MDV, que
no contenga endotoxinas detectables, siguiendo el procedimiento
indicado antes en la Prueba de Confirmacidn de la Sensibilidad De-
clarada en la Etiqueta del Reactivo LAL. La media geométrica de

. lag concentraciones del punto final de las soluciones B y C se deter-
mina empleando la ecuacion de esa prueba,

Esta prueba se debe repetir cuando cambia cualquier condicidn
que pueda influir sobre los resuliados de la misma. Esta prueba no
es vélida a menos que las Soluciones A y D no muestren ninguna
reaccién y el resultade de fa Setuctén C confirme la sensibilidad
declarada en la etigueta. o

Si Ja sensibilidad del lisado determinada en presencia de la solu-
cién de muestra en andlisis de la Sofucién B no es menor de 0,54 y
1o es mayor de 22, la solucitn de muestra no contiene factores que
interfieran en las condiciones experimentales wtilizadas. En caso
contratio, la solucién de muestra que se va a examinar interfiere con
la prueba. ‘

Si Ja muestra en andlisis no cumple con la prueba a una dilucidn
menor que la MDYV, repetir la prueba empleando una dilucién
mayer que no exceda la MDV. El uso de un lisado de mayor sensi-
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bilidad permite una dilucién mayor de Ia muestra que se va a ¢xa-
minar y esto puede contribuir & la elfminacién de la interferencia.

La interferencia se puede solucionar mediante un tratamiento
adecuado, como filtraci6n, neutralizacién, didlisis o calentamiento.
Para establecer que el tratamiento elegido elimina eficazmente la
interferencia sin pérdida de endotoxinas, realizar la valoracion que
se describe a continuacion utilizando la preparacion a examinar, 2 la
que se ha agregado ER Endotoxina USP y ha sido sometida al trata-
miento seleccionado.

Prueba de Limite de Coagulacién ‘

Esta prueba se utiliza coande una monografia contiene un requi-
sito respecto al Hmite de endotoxina.

Procedimiento—Preparar fas Soluciones A, B, C'y D como se
indica en la Tubla 2 y llevar a cabo Ia prueba en estas soluciones
siguiendo el procedimiento de la Prueba de Confirmacién de la
Sensibilidad Declarada en la Etiguera del Reactivo LAL en Pruebas
Preparatorias para las Téenicas de Coagulacion.

Tabla 2. Preparacién de Soluciones para Ia Prucha de Limite
de Coagulacién

Concentracién de Endotoxina/Solu-  Nidmero de
cién a la que se Agrega Endotoxina  Repeticio-
Solucién” nes
A ninguna/solucidn de muestra diluida 2
B 2Afsolucién de muestra diluida 2
C 2A\/Agua Reactivo para LAL 2
D ninguna‘Agua Reactivo para LAL 2

* Preparar fn Solucitn A,y la Soluci6n B de control positivo del producto utitizando
una dilucidn no mayor que a MDYV y tratamientos como s indica en la Prucba de
Factores de Interferencig para lus Téenicas de Coaguldcion en Pracbas Preparato-
rias para las Técnicas de Coagulacidn. Las Soluciones B y C de control positivo
contienen la preparacion de endotoxing éstdndar 2 una concentracifn que cotrespon-
de al doble de 1a sensibilidad declarada en Ia etiqueta del Reactivo LAL. La Sol-
citn D de control negativo ¢s Agna Reactivo para LAL,

Interpretacién—La prueba no es vélida a menos que ambas de-
terminaciones tepetidas de las Soluciones B y C de control positivo
sean positivas v la Solucién D de controt negativo sea negativa, La
preparacion en anélisis comple con la prueba si se obtiene un resul-
tado negativo en ambos tubos que contienen ta Solucitn A. La pre-
paracién en andkisis no cumple con la prueba si se obtiene un resul-
tado positivo en ambos tubos que contienen la Solucion A.

Repetir la prueba cuando se obtenga un resultado positivo en 1
tubo que confenga la Solucion A y un resuitado negativo en ef ofro.
La preparacion en apalisis cample con la prueba cuando se obtiene
un resultado fegativo en ambos tubos que contienen la Solucidn A

Tabla 1. Preparacién de Soluciones para Ia Prueba de Inhibicion/Potenciacién para Téenicas de Coagulacion

Concentracién de Endotoxina/

Soluci6n a la que se Agrega Pactor de Concentracién Inicial ~ Nimero de
Solnfion Endotoxina Diluyente Dilucién de Endotoxina Repeticiones
A ninguna/solucién de muestra —_ —_ e 4
B 2Msclucién de muestra solucién de muestra 1 24 4
: 2 1A 4
4 0,5% 4
g 0,25% 4
c 2Magua para BET Agua Reactivo para 1 2h 2
LAL
2 1A 2
4 0,54 2
8 0,25 2
D ninguna/Agus Reactivo para LAL - — —— o 2

*Sofucién A: una sohicién de muestra de la preparaci6n en-andlisis que estd exenta de endotoxinas detectables.

* Solucién B: pmeba de interferencia.
* Soluci6i C: control de la sensibilidad declarada en I etiqueta del Reactivo LAL.
4 Solucin D: control negativo de Agua Reactivo para LAL.
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en el resultado de Ja repeticidn. Si la prueba es positiva para la pre-
paracion en andlisis & una dilucién menor que la MDYV, se puede
repetir la prueba a una dilucién que no sea mayor que la MDV.

Ensayo de Coagulacién

Este ensaye cuantifica endotoxinas bacterianas en soluciones de
mugstras por titulacién hasta punto final.

Procedintiento—Preparar Soluciones A, B, Cy D como se in-
dica en la Tabla 3 y analizar siguiendo el procedimiento ea la
Prueba de Confirmacién de la Sensibilidad Declarada en la Eti-
queta del Reactivo LAL en Pruebus Preparatorias para las Técni-
cas de Coagulacion.

Cdlculo e Interpretacién—ILa prueba no es vélida a menos que
se cumplan las sigiientes condiciones: (1) ambas determinaciones
repetidas de 1a Solucién D de control negativo son negativas; (2)
ambas determinaciones repetidas de la Solucién B de control posi-
tivo del producto son positivas; y (3) la media geométrica de la con-
centracion de punto final de la Solucién C estd comprendida en el
intervalo de 0,5% a 2A.

Para determinar la concentraci6n dé endotoxinas de la Solucién
A, caleular la concentracién del punto final para cada serie de deter-
minaciones repetidas de las diluciopes multiplicando cada factor de
dilucién del punto final por A. La concentracién de endotoxina en ka
muestra es Ja media geométrica de la concentracién de puato final
de las determinaciones repetidas {ver la f6rmula proporcionada en
1a Prucba de Confirmacion de la Sensibilidad Declarada en la Eti-
queta del Reactivo LAL en Pruebas Preparatorias para las Técni-
cas de Coagulacion). Si la prueba se realiza con una solucién de
muestra diluida, calcular la concentracién de endotoxinas en la so-
lucién de muestra original multiplicando por el factor de dilucién.
Si ninguna de las diluciones de la solucién de muestra es positiva en
un ensayo vélido, informar Ja concentracién de endotoxina como
menor que A (si se analiz6 la muestra diluida, menor que A por ¢l
factor de dilucién més bajo de la muestra). Si todas las diluciones
son positivas, la concentracién de endotoxina se informa como*
igual o mayor que el factor de dilycién mayor multiplicado por A
(por ejemplo, el factor de diluci6n inicial multiplicado por 8 veces A
ep la Tabla 3). ¥
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El artfculo cumple con los requisitos de la prueba si la concentra-
¢i6n de endotoxinas es menor que la que se especifica en 1a mono-
graffa individual.

TECNICAS FOTOMETRICAS

Bl método turbidimétrico mide e] aumento en la turbidez. Depen-
diendo del principio de prueba empleado, esta técnica se clasifica
como turbidimétrica de punto final 6 turbidimétrica cinética. La téc-
nica turbidimétrica de punto final se basa en la relacién cuantitativa
entre 1a concentracién de endotoxinas y la turbidez (absorbancia o
transmision) de la mezcla de reaccién al término de un perfodo de
incubacién. La téenica turbidimétriéa cinética es un método para
medir el tiempo de iniciacién que se-necesifa para alcanzar una ab-
sorbancia predeterminada de la mezcla de reaccién o la velocidad
de produccién de turbidez.

Bl método cromogénico mide el croméfore liberado a pariir de
un péptido cromogénico adecuado por medio de la reaccion de las
endotoxinas con e[ Reactivo LAL. Segln el principio de prueba em-
pleado, esta téenica se clasifica como cromogénica de punto final o
cromogénica cinética. La técnica cromogénica de punto final se
basa en la relacién cuantitativa entre la concentracién de endotoxi-
nas y 1a liberacién del croméforo al término de un perfodo de incu-
bacién, La técnica cromogénica cinética es un miétodo para medir ¢l
tiempo de iniciaci6n que se necesita para aicanzar una absorbancia
predeterminada de 1a mezcla de reaccion o la velecidad de aparicién
de color.

Todas las pruebas fotométricas se llevan a cabo a Ja temperatira
de incubacién recomendada por el fabricante del Reactivo LAL,
que generalmente es 37 £1°.

Pruebas Preparatorias para las Técnicas
Fotemétricas

Para asegurar la precision o validez de las técnicas turbidimétri-
cas y cromogénicas, se realizan las pruebas prepavatorias para veri-
ficar que los criterios para la curva estdndar son vélidos y .que la
solucién de muestra no inhibe ni potencia la reaccién. Cuando cam-
bian las condiciones que pueden Influir en el resultado de la prueba
es necesaria fa revalidacion del método. .

Verificacion de los Criterios para la Curva Estdndar—Utili-
zando la Solucién de Endotoxina Estdndar, preparar por o menos
tres concentraciones de endotoxinas para generar la curva estdndar.
Realizar la prueba usando por lo menos tres determinaciones repeti-
das de cada concentracién de endotoxina estdndar siguiende las ins-
trucciones del fabricante del Reactivo LAL (con respecto a relacio-

Tabla 3. Preparacién de Soluciones para el Ensayo de Coagulacién

Concentracién de Endotoxina/

‘Concentracion Taicial

Solucidn a la que se le Agrega Factor de de Nimero de
Solucién Endotoxina Diluyente Dilucibp Endotoxina Repeticione
A? ninguna/solucién de muestra Agua Reactivo para 1 e 2
LAL
2 - 2
4 — 2
8 — 2
B® 2M/solucion de muestra — 1 23 2
Cce 2M/Agua Reactive para LAL Agua Reactivo para 1 2k 2
. LAL
2 1A 2
4 9,50 2
8 0,25% 2
D¢ ninguna/Agua Reactive para LAL f— — — 2

= Solucién A: una solucion de 1a muestca en andlisis a T dilucién, que o exceda la MDV, con la que se comnpletd 1a Prueba de Factores de Interferencia para las Técnicas de
Coagulacion. Las dituci bsigui de 1z solucién de muestca 1o deben exceder la MDV. Usar Agua Reactivo para LAL para hacer series de diluciones de cuatro tubos
que contengan la solucién de muestra en andlisis a concentraciones de 1, &, Y1 y ¥ con respecto a Ia dilucion con la que se completS la Prueba de Factores de Interferencia
para Técricas de Coagulacidn. Se pueden utilizar otras diluciones, segiin corresponda,

® Solucién B: Solucién A que contenga endotoxina esténdar a una concentracién de 2 (conteol positivo del producte).

< Sotucién C: dos series de 4 tabos de Agua Reactivo para LAL que contenga fa endotoxina estdndar a una concentracidn de 2A, A, 0,5% y 0,254, respectivamente.

48olucién D: Agua Reactiva para LAL. (control negativo).




‘volumen, tiempo de incubacitn, temperatura, pH, ete.). 8i el
lo deseado en fos métodos cinéticos es mayor de dos logarit-
eben incluir estindares adicionales para enmarcar cada au-
garitmico dentro del intervalo de la curva estdndar. El
bsoluto del coeficiente de correlacion, —r—, debe ser mayor
0,980 para el intervalo de concentraciones de endotoxina
o por el fabricante del Reactivo LAL.

neba de Factores de Interferencia para las Técnicas
tricas—Seleccionar una concentracién de endotoxina en o
de la mitad de la cwrva esténdar de endotoxina. Preparar las

en de la muestra y del Reactivo LAL, Ia relaci6n entre el vo-
de 1a muestra y el del Reactivo LAL, el tiempo de incuba~
te.),
aleular Ia recuperacién media de la endotoxina agregada res-
5]a concentracién media de endotoxina en Ia sohucitn (si la
%) de 1a que contenga la endotoxina agregada. Para considerar
0 presenta factores de interferencia en las condiciones de la
, la concentracion medida de la endotoxina agregada a la so-
de muestra debe estar dentro del 50% al 200% de la concen-
-conocida de endotoxina agregada despuss de restar la endo-
“detectada en la solucién sin la endotoxina agregada.
iudo 1a recuperaci6n de endotoxina se encuentra fuera de los
s especificados, se deben eliminar los factores de interfe-
omo se describe en la Prueba de Factores de Interferencia
las Técnicas de Coagulacién en Pruebas Preparatorias para
cnicas de Coagulacién. La repeticién de la Prueba de Facto-
Interferencia para las Técnicas de Coagulacién valida el
miento.

Tabla 4. Preparacién de Soluciones para la Prueba

Pruebas Bioldgicas / (85) Prueba de Endotoxinas Bacterianas 103

Procedimiento para las Técnicas Fotométricas

Seguir el procedimiento descrito en Ia Prueba de Factores de In-
terferencia pari las Técnicas Fotométricas en Pruebas Preparato-
rias para Téenicas Foroméiricas.

Célculos para las Técnicas Fotométricas

Calcular la concentracién de endotoxina de cada una de las deter-
minaciones repetidas de la Soluci6n de Prueba A utilizando la curva
estandar generada por la serie de control positive C. 1a prueba no
&3 valida a menos que se cumplan las signientes condiciones: (1) los
resultados de la serie de conirol C cumplen con los requisitos de
validacion definidos en Verificacion de Criterios para la Curva Es-
tandar en Pruebas Preparatorias para Técnicas Fotométricas; (2)
la recuperacidn de endotoxina, calculada a partix de la concentra-
cién encontrada en la Solucién B después de restar la concentracién
de endotoxina encontrada en la Soluci6n A estd entre 50% y 200%;
y (3) el resultado de la serie de control negativo D no excede el
ifmite del valor blanco requerido en la descripcion del Reactivo
LAL utilizado.

Interpretacién de Resultades a partir de las
Técnicas Fotométricas

En los ensayos fotométricos, la prepatacién en andlisis cumple
con [a prueba si la concentracién media de endotoxinas de las deter-
minaciones repetidas de Ta Solucién A, después de la correccidn por
dilucién y concentracién, es menor que ¢l limite de endotoxina para
e} producto. - c

3
de Inhibicién/Potenciacién para Técnicas Fotométricas

Concentracién de Bndotoxinas

Solugién a la que se Agrega la

Endotoxina Nimero de Re‘pveticiones

ninguna

concentracién media de la curva estdndar

al menos 3 concentraciones (la concentracién més
baja se denomina A)

nnguUna

no menos de 2
no menos de 2
cada una no menos de 2

solucién de muestra
solucién de muestra
Agua Reactivo para LAL

Agua Reactivo para LAL no menos_de 2

i6n A: la solucidn de muestra se puede diluir pero no debe exceder la MDYV,

gtorias para Técnicas Fotoméricas (serie de control positivo).
tidn D: Agoa Reactivo pasa LAL (control negativo),

ion B: la preparaci6n on andlisis a 1a misma dilucién que la Solucién A, que contiene

o 3 gregada @ una o ién igual o cercana a'la mitad de la corva

ién C: 1a endotoxina estindar a las concentraciones utilizadas en 1a validacion del método descrito en Verificacién de Criterios para la Curva Estdndar en Pruebas




ANEXO N° 4
FORMATOS DE CUADROS DE RECOLECCION DE DATOS

Confirmacion de sensibilidad

N° de Punto | Log 10
réplicas 2\ A 0.5\ 0..25 A Final | Punto
Final
1
2
3
4
Sumatoria
promedio

Prueba de limite de coagulacion

Resultados
soluciones esperados
N° de
réplicas A B C D A|B|IC|D
1
+| +
2
+| +




Prueba de interferencias

Serie A Serie B Serie C Serie
Mxo |2A] A |05]025 AJo5[025| D
dilucion A A A A

Mx Mx

23 1/2

Ya 1/4

1/8 1/8

1/16 1/16

1/32 1/32

1/64 1/64

1/128 1/128

1/256 1/256

1/512 1/512




ANEXO N°5
CASCADAS DE DILUCIONES DEL CONTROL ESTANDAR DE
ENDOTOXINAS

Cada vial de CEE rotula 10,000 UE/5mL, equivalente a 2,000 UE/mL al

reconstituirlo.

2,000 UE/mL

l

0.5mL —— 10.00 mL

l

05mL — 10.00 mL

l

0.5 mL —10.00 mL (0.25 UE/mL)

10.00 mL (0.25 UE/mL)

l

1.0mL — 2.0 mL (0.125 UE/mL)

l

1.0mL —> 2.0 mL (0.06 UE/mL)

l

1.0mL — 2.0 mL (0.03 UE/mL)



ANEXO N°6
CERTIFICADO DE COMPILACION DE CONTROL ESTANDAR DE
ENDOTOXINA
q ASSOCIATES OF
Js¥ CAPE COD
wtss INCORPORATED
Specialists in Bndotexin and Glucan Detection

Control Standard Endotoxin (CSE)
Certificate of Compliance

The lot of CSE listed below was manufactured in accordance with written procedures.

CSE lot #: 121

Source: Escherichia coli O113:H10
Concentration; 0.5 pgfvial

Fillers: Noune

Catalog #: EQ0O5

Expiration Date: 29 JAN 2015

This lot of CSE meets the specifications of Associates of Cape Cod, Inc.

L
-
P

»/ N <«
N R S St Plarioy 31400
Quality Review Quality Review
QCoil Revision 001, JUN2002

4 Revnard B Qaint fean Nirive @ Pack Ralmounth Maceachneetta 128248 = Tel- ROMRAR.IA24R e (SNRTAN-3444 w Fax: (SORS40-8AR60



ANEXO N° 7
CERTIFICADO DE COMPILACION DE AGUA GRADO REACTIVO LAL
ASSOCIATES OF
Iy capE coD

 INCORPORATED

Specialists i i aersdd Gl I

LAL Reagent Water (LRW)
Certificate of Compliance

LRW Lot # 314-3665
Catalog #: w0504 / WO50P

Date of Expiration: 15 JAN 2011

This lot of LRW has less than 0.001 EU/mL endotoxin and less than 1.56 pg/mL of (1,3)-$-D-
glucan. It meets the specifications of Associates of Cape Cod, Inc. for use as an LAL Reagent
Water.

n VI R N VEE) Y

Quafity Review ity Review

Pyroclear

QCo14 Rev, 008, Oct 2008
CCF 7738

24 Bemard E. Saint Jean Drive @ East Falmouth, Massachusetts 02536 = Tel: (800)848-3248 w (508)540-3444 w Fax: (508)540-8680



ANEXO N° 8
CERTIFICADO DE COMPILACION DE LISADO DE AMEBOCITOS DE
LIMULUS PYROTEL®

ASSOCIATES OF

§<Y CAPE COD

G INCORPORATED
Specialists in Endotoxin and Glucan Detection

Pyrotell® Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
Certificate of Compliance

The lot of Pyrotell listed below meets the written requirements for sterility, moisture, pH,

and endotoxin sensitivity.

Pyrotell lot #: 510-02-528
Catalog #: G5125
Sensitivity: 0.125 EU/mL
Expiration Date: 22 FEB 2015

This lot of Pyrotell has been released for sale by the Center for Biologics Evaluation and
Research, U.S.F.D.A.

e sy 3fzefie

Quality Réview

QCO51 Rev. 004

124 Bemnard E. Saint Jean Drive ® Bast Falmouth, Massachusetts 02536 » Tel: (800)848-3248 m (508)540-3444 = Fax: (508)540-8680



ANEXO N° 9
CERTIFICADO DE ESTANDARIZACION DE CONTROL ESTANDAR DE
ENDOTOXINA FRENTE AL ESTANDAR DE REFERENCIA DE
ENDOTOXINA PYROTEL®.

A st INCORPORATED
Specialists in Endotoxin and Glucan Detection

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Standardization of CSE against RSE
Pyrotell® Gel-Clot Method

ACC Intemal Contro! Number, QC-0510-131
Test date: 05/24/2010

Reagent Sensitivity (EU/imL) Catalog No. Lot No. Exp. Date
F’yrmellfm 0.125 35125 510-02-528 22 FEB 2015
Control Standard Endotoxin (CSE), 0.5 pghvial

{= 500 nglvial) E0005 121 29 JAN 2015
Reference Standard Endotoxin (RSE) N/A EC-8-3 N/A

5 EUing
Potency of CSE (per ng) or § Wing
5 EU/ng x 500 nglvial = 2,500 EUlvial

Potency of CSE {per vial) or 2,500 {UNvial

If the CSE is reconstituted with 5 mL, the endotoxin concentration will be 500 EUfmL..

To obtain a CSE conceniration of 1,000 EU/m., reconstitute the vial with 2.5 mL of LAL Reagent Water,

< amhpal 5Pl
uw ate

e orney 1 5T25/s0

Qualily Assurance / Da

Notes:
1. The stated potency applies only to the combination of CSE and LAL lots specified on this certificate.

2. The equivalence of the EU and IU s stated in the USP Bacterial Endotoxins Test chapter, <85>, and in the
EP Bacterial Endotoxins chapter, 2.6.14.

3. Potency is subject 1o change within the error of the test at any time.

Form QC004-Pyrotell-0.5, Revision 3, August 2009
124 Bernard E. Saint Jean Drive ® East Falmouth, Massachusetts 02536 ® Tel: (800)848-3248 = (508)540-3444 = Fax: (508)540-8680



ANEXO N° 10
CARTAS DE ENTREGA DE MANUAL DE PROCEDIMIENTO DE
VALIDACION DE LA PRUEBA DE ENDOTOXINAS BACTERIANA (LAL) POR
EL METODO GEL - CLOT.

Ciudad Universitaria, Agosto de 2011

MSC. Eliseo Ernesto Ayala Mejia

Coordinador de la asignatura

Control de calidad de productos farmacéuticos y veterinarios |
Presente

Estimado Maestro Ayala.
Reciba un cordial saludo esperando que todas sus actlividades se estén
realizando de la mejor manera posible.

El motivo de la presente es para hacerle entrega de tres ejemplares del: Manual
de Procedimiento de Validacién de la Prueba de Endotoxina Bacteriana
(LAL) por el Método Gel — Clot. Como parte de cumplimiento del quinto objetivo
del trabajo de graduacion para optar al grado de licenciatura en quimica y
farmacia, denominado: Validacioén de la prueba de endotoxina bacteriana (LAL)
por el método Gel — Clot utilizando el producto Furosemida (20mg) inyectable; los
cuales tienen que ser entregado a los coordinadores de las catedras de Control
de Calidad de productos farmacéuticos y veterinarios | y Microbiologia Aplicada ill
respectivamente, para que pueda ser consultado como material de apoyo en el
ensayo de endotoxinas bacterianas y de esta manera estoy contribuyendo a la
formacién académica de los estudiantes de la facultad de Quimica y Farmacia,
de la Universidad de E| Salvador.

En espera que dicho material sea utilizado por los estudiantes de la asignatura.

Atentamente. o
, =
_ e .
d
‘7 -8~ 1|
Br. Claudid Beatriz Osorio Colindres Recrbr Al o



Ciudad Universitaria, Agosto de 2011

MSC. Norma Esthela Molina Velasquez
Coordinadora de la asignatura
Microbiologia Aplicada ili

Presente

Estimada Maestra Molina.
Reciba un cordial saludo esperando que todas sus aclividades se estén
realizando de la mejor manera posible.

El motivo de la presente es para hacerle entrega de tres ejemplares del: Manual
de Procedimiento de Validacion de la Prueba de Endotoxina Bacteriana
(LAL) por el Método Gel - Clot. Como parte de cumplimiento del quinto objetivo
del trabajo de graduacion para optar al grado de licenciatura en quimica y
farmacia, denominado: Validacién de la prueba de endotoxina bacteriana (LAL)
por el método Gel — Clot utilizando el producto Furosemida (20mg) inyectable; los
cuales tienen que ser entregado a los coordinadores de las catedras de Control
de Calidad de productos farmacéuticos y veterinarios | y Microbiologia Aplicada lil
respectivamente, para que pueda ser consultado como material de apoyo en el
ensayo de endotoxinas bacterianas y de esta manera estoy contribuyendo a la
formacion académica de los estudiantes de la facultad de Quimica y Farmacia,
de la Universidad de El Salvador.

En espera que dicho material sea utilizado por los estudiantes de la asignatura.

Atentamente.

Br. Claudia Beatriz Osorio Colindres
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