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. RECURSO ViA GUBERNATIVA

Yo, Luz Clemencia DE PAEZ, en mi condicién de apoderada de las sociedades
BAXTER INTERNATIONAL INC., BAXTER HEALTHCARE S.A. y NATIONAL
BIOLOGICAL STANDARDS BOARD solicitantes de la patente de la referencia, por el
presente escrito atentamente manifiesto a usted que debidamente notificada de la
Resolucién No. 81960 del 28 de Diciembre de 2012, interpongo en su contra el recurso de
REPOSICION, para que sea revocada y en consecuencia se conceda el privilegio de
patente de invencion para “PRUEBA DE ACTIVACION DE MONOCITO MEJORADA
PARA TENER MEJOR CAPACIDAD PARA DETECTAR CONTAMINANTES
PIROGENICOS SIN ENDOTOXINA EN PRODUCTOS MEDICOS” a favor de BAXTER
INTERNATIONAL INC., BAXTER HEALTHCARE S.A. y NATIONAL BIOLOGICAL
STANDARDS BOARD.
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il. OPORTUNIDAD DE LA IMPUGNACION

La Resolucion No. 81960 del 28 de Diciembre de 2012, con fecha de publicacion

listado 8 de Enero de 2013, fecha de vencimiento 8 de Febrero de 2013, y fecha del

término legal 15 de Febrero de 2013.
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3.2.2

lll. LA DECISION RECURRIDA

Mediante la Resolucién objeto de la presente impugnacion, el Superintendente de

Industria y Comercio decidi6:

Denegar la patente de invencion a la creacidén titulada: “PRUEBA DE
ACTIVACION DE MONOCITO MEJORADA PARA TENER MEJOR CAPACIDAD
PARA DETECTAR CONTAMINANTES PIROGENICOS SIN ENDOTOXINA EN
PRODUCTOS MEDICOS”

En la parte motiva de la providencia, se mencionaron los siguientes fundamentos:

“El objeto de la invencion se refiere a la necesidad de proporcionar un método para
detectar contaminantes pirogénicos sin endotoxina en productos meédicos,
problema que se pretende solucionar mediante un método para detectar pirébgenos
que consiste en combinar la muestra con sangre completa (que contiene células
mononucleares de sangre periférica) en tubos de polipropileno (primer sistema de
ensayo) y detectar por ELISA el IL-6 sobre una alicuota del primer ensayo.”

(énfasis afiadido)

“Las caracteristicas esenciales del anticuerpo [sic] de la reivindicacién 1 habian
sido divulgadas previamente en el documento D1, el cual ensefia un método para
detectar pirébgenos que consiste en combinar [a muestra con sangre completa (que

contiene células mononucleares de sangre periférica) en tubos de polipropileno

(primer sistema de ensayo) y detectar por ELISA el IL-6 sobre una alicuota del

primer ensayo (Pag. 589, Col. 2, Parr. 2).” (énfasis afiadido)
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“En consecuencia, la reivindicacién 1 no es nueva, segun lo divulgado en el

documento D1.”

“‘Dado que las reivindicaciones dependientes 2, 4 a 21 (en parte) y las
reivindicaciones independientes 37 y 38 no presentan alguna caracteristica
adicional que haga nuevo al objeto de la reivindicacién1, se considera que

tampoco son nuevas.”

“La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicacién 3, y el método del

documento D2 consiste en que las superficies tienen polipropileno.”

‘No hay evidencia en la solicitud estudiada, de que el incluir el polipropileno
proporcione un método con alglin efecto técnico diferente al que ya proporcionaba

el método del documento D2.”

“Por lo tanto, la persona normalmente versada en la materia, realizaria el método
que se conoce en el documento D2 con las placas de fondo plano o fondo en U de
polipropileno que se divulgan en el documento D3, logrando de esta manera el
método alternativo reivindicado. Por lo cual la reivindicacién 3 de la solicitud se

considera obvia y, en consecuencia, no tiene nivel inventivo.”

“El equipo de las reivindicaciones 22 a 36, que se caracteriza porque con él se
realiza el método de las reivindicaciones precedentes, no tiene nivel inventivo,

dado que aquel no lo tiene.”

“Es oportuno aclarar que, contrario a lo afirmado por las solicitantes, el método de
esta solicitud no tiene nivel inventivo y su argumento segun el cual el depdsito de
microtitulacién en que se realiza el método de esta solicitud tiene polipropileno y
una forma "tal" que el reactivo que contiene monocitos se concentra y logra mayor
contacto célula con célula que en el método del estado de la técnica, no es asi,
porque el depédsito de microtitulacion conocido, segun los documentos
recuperados, también puede ser de polipropileno y tiene forma de U. Se reitera

que el método del documento D1 se lleva a cabo en placas de fondo plano o fondo
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en U de estireno o de PVC recubiertas (resumen, Pag. 213, col 1, Parr. 2, Col. 2,
Parr. 3) y el método del documento D3 se lleva a cabo en placas de fondo plano o
fondo en U de polipropileno (Parrs. 1, 242 y 252). De otro lado, las
reivindicaciones de la solicitud estudiada no mencionan como caracteristica
técnica esencial la forma del depésito, ni hay evidencia de que esta haya sido la
causa de algun efecto técnico sorprendente que pueda ser directamente atribuido
a ella. Por esto, y considerando que no hay evidencia de que el método
reivindicado proporcione algun efecto técnico que sea sorprendente para la
persona versada en la materia, este se considera obvio y, en consecuencia, no

tiene nivel inventivo.”

‘Referente a la argumentacion segin la cual el documento EDTNA/ERCA
Guidelines: Technical Section 1.1.6.3 (EDTNA/ERCA Journal 28(3): 107-115
(2002) desalienta a la persona versada a utilizar polipropileno porque este puede
absorber endotoxina, se aclara que de manera posterior a dicha publicacién, el
documento D3 (en el afio 2005) recomendé lo contrario: es decir, recomendoé
utilizar polipropileno en los microtituladores en los cuales se hacen los ensayos
para detectar pirégenos, que es la misma solucion que se propone ahora en la
solicitud estudiada, por lo cual se considera que esta solicitud no tiene nivel

inventivo.”
IV. OBJETO DEL RECURSO

De acuerdo con los argumentos que expongo a continuacion, solicito atentamente

a su Despacho lo siguiente:

1.

2.

Revocar la Resoluciéon No. 81960 del 28 de Diciembre de 2012.

'Conceder el privilegio de patente de invencion para “PRUEBA DE ACTIVACION

DE MONOCITO MEJORADA PARA TENER MEJOR CAPACIDAD PARA DETECTAR
CONTAMINANTES PIROGENICOS SIN ENDOTOXINA EN PRODUCTOS MEDICOS” a
favor de BAXTER INTERNATIONAL INC., BAXTER HEALTHCARE S.A. y NATIONAL
BIOLOGICAL STANDARDS BOARD.



V. FUNDAMENTOS DEL RECURSO

Respetuosamente me permito disentir de lo expuesto por ese Despacho en la
Resolucién objeto del presente recurso, toda vez que la presente solicitud si cumple con
los requerimientos de novedad y nivel inventivo exigidos en la Decisién 486, como se

demostrara a continuacion:

5.1 Modificacion de una solicitud en tramite

De acuerdo con el articulo 34 de la Decision 486 de la Comisioén de la Comunidad Andina,
donde se establece que la modificacion de una solicitud es posible en cualquier momento
del tramite mientras no implique una ampliacién de la solicitud inicial, me permito
presentar un nuevo pliego reivindicatorio conformado por 38 reivindicaciones, junto con un

nuevo juego de figuras.

El nuevo pliego es esencialmente igual al anterior, pero se ha reemplazado el
término “equipo” por “kit’, para utilizar la misma terminologia que el “INSTRUCTIVO
EXAMEN DE SOLICITUDES DE PATENTES DE INVENCION Y MODELO DE UTILIDAD”

de su Despacho utiliza para este tipo de elementos.
Las nuevas figuras corresponden esencialmente con las originales, pero se
diferencian de forma mas clara los resultados obtenidos para el poliestireno y el

polipropileno en las figuras 11Ay 11B.

6.2 La presente solicitud si tiene novedad

En primer lugar, se debe mencionar que el sefor Examinador ha hecho una

equivalencia errénea entre los elementos “depésito de microtitulacién” y “tubo”.

El documento D1 ensefia el uso de tubos de polipropileno esterilizados en la
pagina 589. Sin embargo, una persona normalmente versada en la materia reconocera

evidentemente que dichos tubos de polipropileno no corresponden a depésitos de



microtitulacion, ya que dichos tubos (tales como tubos de ensayo) no permiten, por sus

caracteristicas geométricas, realizar un proceso de microtitulacién.

Asi, el hecho de que el documento D1 ensefie un elemento cualquiera hecho de
polipropileno (tubos esterilizados) no anticipa la caracteristica “la superficie del depdsito
de microtitulacién comprende un revestimiento de polipropileno o la totalidad del depésito
de microtitulacion se compone de polipropileno” de la reivindicacién 1, ya que ésta
especifica que es el depédsito de microtitulacion, y no cualquier otro elemento aleatorio, el

que se debe recubrir o construir con polipropileno.

El documento D1 si ensefia un depésito de titulacidon, ya que define una placa de
24 depositos (pocillos) (pagina 589, columna 1) en los que se puede realizar la
microtitulacion, sin embargo, no existe en dicho documento ninguna mencién a la forma ni

al material de dichos depésitos.

En conexién con lo anterior, se desea mencionar que no se ha encontrado ninguna
divulgacion, ensefianza o sugerencia en D1 que se refiera a depdsitos de microtitulacion

hechos o con recubrimiento de polipropileno con una forma que no sea plana.

Asi, resulta evidente entonces que el documento D1 no anticipa la caracteristica
esencial de la reivindicacién 1:

“al menos un depdsito de microtitulacion formado de manera que el reactivo que
contiene monocitos se concentre para proporcionar un mayor contacto célula con
célula en comparacion con un depésito de microtitulacion de fondo plano, en
donde la superficie del depésito de microtitulacion comprende un revestimiento de
polipropileno o la totalidad del depdsito de microtitulacién se compone de
polipropileno”

Queremos llamar la atenciéon del Despacho, que el Tribunal de Justicia de la
Comunidad Andina se ha pronunciado en diversas oportunidades en relacion a la forma
de evaluar la novedad. En la interpretacion 36-IP-2010 el Tribunal ha dicho que “E/
Tribunal ha tomado como referencia criterios de las Camaras de Recursos de la Oficina
Europea de Patentes (OEP), mediante los cuales ‘la falta de novedad de una invencién se
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configurara si su objeto deriva clara, precisa y directamente del estado de la técnica, y si
en este son conocidas todas las caracteristicas de aquélla’. En el presente caso se
observa que el objeto reivindicado no se deriva clara, precisa y directamente del estado

de la técnica dado que:

- Del estado de la técnica no puede desprenderse el uso, en la aplicacion
mencionada, de depédsitos de microtitulacion con fondo no plano.

- Del estado de la técnica no puede desprenderse uso, en la aplicacién
mencionada, de depositos de microtitulacion con recubrimiento o

completamente hechos de polipropileno.

Dado que no es posible derivar clara, precisa y directamente de la anterioridad la
presente invencidn con todas sus caracteristicas técnicas, entonces la presente solicitud

goza de novedad.

De acuerdo con los argumentos anteriormente explicados, la reivindicacion
independiente 1 es novedosa sobre el estado de la técnica. Como consecuencia de lo
anterior, las reivindicaciones 2 a 38 son también novedosas ya que también incluyen

dichas caracteristicas novedosas.

5.3 La presente solicitud si tiene nivel inventivo

En primer lugar, se desea aclarar que el documento D3 ensefia (pagina 164
secciones 2.4.2 y 2.6.2) el uso de placas de 96 depdsitos (pocillos) de cultivo de tejido BD
Falcon de Beckton Dickson labware. Como se evidencia en el Anexo 8.3, dichas placas
estan hechas de poliestireno y tienen depoésitos con fondos planc;s. El documento 3
también ensefia (pagina 164, seccién'2.4.3) el uso de placas Immuno 96 MicroWell F96
MaxiSorp de Life Technologies las cuales, como se evidencia en el Anexo 8.4, éstas
placas estan hechas de poliestireno y tienen depésitos con fondos planos (la letra “F” en
la referencia indica el fondo plano, las placas con depositos con fondo en forma de U
corresponden a la referencia U96, la cual no es mencionada en D3). También se

contempla en D3 (pagina 166, seccion 2.9.2) el uso de las placas PF de 96 depositos



(pocillos) de Dynex, sin embargo, éstas se especifican como placas de estireno y con

fondo plano de los depositos.

En vista de lo anterior, y después de una extensiva revision del documento D3, no
se ha encontrado en dicho documento ninguna divuigacién de placas de polipropileno con
fondo en U como lo afirma el sefior Examinador, ya que todas las placas referenciadas

estan hechas de poliestireno y tienen fondo plano.

Con respecto al documento D2, el coautor Stephen Poole declara (ver anexo 8.5)
que ninguno de los experimentos descritos en dicho documento incluyd el uso de placas
de microtitulacion con depositos recubiertos, o completamente hechos, de polipropileno.
La diferencia mencionada también es reconocida en la resolucién arriba mencionada, que
afirma: “La diferencia entre la invencion, definida en la reivindicaciéon 3, y el método del

documento D2 consiste en gue las superficies tienen polipropileno”.

De acuerdo a lo anterior, no existe ninguna posible combinacién de D2 y D3 que
dé como resultado la presente invenciéon, como esta definida en cualquiera de las
reivindicaciones independientes, con todas sus caracteristicas técnicas esenciales.
También cabe aclarar que D1 tampoco proporciona suficiente informacion para derivar las

caracteristicas de la presente invencién que hacen falta en D2 y D3.

En especifico, se puede notar que ninguno de los documentos D1, D2 o D3, ni
ninguna posible combinacién de ellos, anticipa la caracteristica técnica esencial de la

reivindicacion 1:

“en donde la superficie del depdsito de microtitulacion comprende un revestimiento
de polipropileno o la totalidad del deposito de microtitulacion se compone de
polipropileno”

Con respecto a lo anterior, el sefior Examinador enuncia: “No hay evidencia en la
solicitud estudiada, de que el incluir el polipropileno proporcione un método con algun
efecto técnico diferente al que ya proporcionaba el método del documento D2”.



Respetuosamente disentimos de dicha afirmacién, ya que la presente solicitud
presenta, en las figuras 11A y 11B, una clara diferencia entre la respuesta IL-6 de las

placas de poliestireno y las placas de polipropileno.

Las figuras anteriormente mencionadas han sido modificadas para que se pueda

diferenciar mas facilmente entre dichas respuestas:
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FIG. 11B
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Asi pues, se puede notar que la presente solicitud si evidencia un efecto técnico
ventajoso, sorprendente y completamente inesperado del uso de polipropileno en los

depositos de microtitulacion.

Adicionalmente, el parrafo 5 de la declaraciéon anexa de Stephen Poole (coautor de
D2 y de la presente invenciéon) menciona que el uso de depositos de microtitulacién de
polipropileno con fondo no plano mostré una mejora significativa con respecto a la
deteccion indirecta de pirdgenos sin endotoxina. Dicha mejora esta evidenciada en, por
ejemplo, la gran diferencia entre la deteccion de IL-6 unido al anticuerpo especifico de IL-
6 (representado por la absorbancia a 450 nm) de los controles positivo y negativo
extraneal cuando se usaron los depdsitos de microtitulaciéon no planos de polipropileno en
el ensayo (Figura 12A de la presente solicitud), comparada a la diferencia entre dichos
valores para ambos controles cuando se usaron depdsitos de microtitulacion de

poliestireno con fondo plano en el ensayo (Figura 12B de la presente solicitud).

10
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Los resultados obtenidos para el uso de polipropileno en los depositos de
microtitulacion con fondo no plano, ya que ni la forma ni el recubrimiento de éstos en el
ensayo mostraron ninguna diferencia en cuanto a la deteccion de pirébgenos en los
estudios realizados en D2. La declaracion de Stephen Poole enfatiza lo anterior en el
parrafo 4. Dicho resultado, que se aleja de la materia reivindicada en la presente
invencion, se reporta en la pagina 213 de D2 en el primer parrafo de la seccién de

resultados.

En conclusién, debido a que los documentos D1, D2 y D3 no anticipan, por si solos
ni en combinacién, el uso de depoésitos de microtitulacidon con un fondo no plano y
recubiertos o completamente hechos de polipropileno, v a que dicha caracteristica
novedosa tiene un efecto técnico ventajoso, sorprendente e inesperado, se considera que

la reivindicacion 1 es inventiva con respecto al estado de la técnica citado.

La reivindicaciéon 2 también incluye la caracteristica técnica novedosa e inventiva

mencionada, por lo que también es inventiva sobre el estado de la técnica.

11



Las reivindicaciones 3 a 21 son también inventivas en virtud de su dependencia de

la reivindicacion 1, de la reivindicacion 2 o de ambas.

Las reivindicaciones 22 a 36 se refieren a un kit utilizado para llevar a cabo el
método de las reivindicaciones anteriores, el cual es novedoso e inventivo. Por lo tanto,

dichas reivindicaciones también gozan de novedad y nivel inventivo.

Con respecto a las reivindicaciones 37 y 38, resulta pertinente mencionar que los
requisitos de patentabilidad de éstas no fueron afectados ni mencionados en la resolucion
81960, por lo que se considera que cumplen a cabalidad con los requisitos expresados en
la Decision 486 de la Comunidad Andina, y por consiguiente, se les debe otorgar el
derecho de patente.

Adicionalmente, las reivindicaciones 37 y 38 mencionan especificamente “un
deposito de microtitulacion formado de manera que el reactivo que contiene monocitos se
concentre para proporcionar un mayor contacto célula con célula en comparacion con un
depdsito de microtitulaciéon de fondo plano, en donde la superficie del depésito de
microtitulacion comprende un revestimiento de polipropileno o la totalidad del depésito de
microtitulacion se compone de polipropileno”, caracteristica que les confiere novedad y

nivel inventivo.

Conclusion

Los documentos D1, D2 y D3 no resultan anterioridad valida capaz de afectar la

novedad y el nivel inventivo del método de la presente solicitud.
Por todo lo anterior, consideramos que la presente solicitud cumple a cabalidad

con los requerimientos de patentabilidad exigidos por la legislacion actual, por lo que

atentamente solicitamos en consideracion lo siguiente:

12



VI. PETICION
Por todo lo anterior, solicito a ese Despacho lo siguiente:

6.1 Que al considerar las razones precedentes se revoque la decisién contenida en la
Resolucién No. 81960 del 28 de Diciembre de 2012, en cuanto resuelve negar el privilegio
de patente de invencion.

6.2 Que se otorgue el privilegio de patente de invencién para: que sea revocada y en
consecuencia se conceda el privilegio de patente de invencion para “PRUEBA DE
ACTIVACION DE MONOCITO MEJORADA PARA TENER MEJOR CAPACIDAD PARA
DETECTAR CONTAMINANTES PIROGENICOS SIN ENDOTOXINA EN PRODUCTOS
MEDICOS” a favor de BAXTER INTERNATIONAL INC., BAXTER HEALTHCARE S.A. y
NATIONAL BIOLOGICAL STANDARDS BOARD.

Vii. NOMBRE Y DIRECCION
El nombre y la direccion de los solicitantes recurrentes son los siguientes:

BAXTER INTERNATIONAL INC.
One Baxter Parkway,

Deerfield

[llinois 60015,

Estados Unidos de América

BAXTER HEALTHCARE S.A.
Hertistrasse 2,

Wallisellen, Kanton,

8304 Zurich,

Suiza

NATIONAL BIOLOGICAL STANDARDS BOARD.
Blanche Lane,

13
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South Mimms,
Potters Bar Hertfordshire EN6 3QG,

Reino Unido

VIil. ANEXOS

8.1 Nuevo pliego reivindicatorio con 38 reivindicaciones

8.2  Nuevo juego de figuras, con figuras dela 1 ala 15

8.3  Catalogo: placas de 96 depoésitos (pocillos) de cultivo de tejido BD Falcon de
Beckton Dickson Labware y traduccioén

8.4 Catalogo: placas Immuno 96 MicroWell F96 MaxiSorp de Life Technologies y
traduccion

8.5  Declaraciéon de Stephen Poole y traduccién

8.6  Guia EDTNA/ERCA: Seccidn técnica y traduccién

8.7  Boletin ENDOSAFE y traduccion

8.8  Copia del recibo mediante el cual se cancel6 la tasa de modificaciones.

8.9 Formulario de modificacién de una solicitud en tramite
IX. NOTIFICACIONES

Atentamente manifiesto a usted que recibiré notificaciones en la Secretaria de su
Despacho o en mi oficina de abogada situada en la Carrera 42. No. 72-35, piso 4°, de esta
ciudad de Bogota, D.C.

Sefor Superintendente,

et Bl e 5 Cob Li
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ 2
C.C. 35.456.344 de Usaquén

T.P.A. No. 23.555

COLO-16577-0841-001-0
¢ SMLASMLAID-23608NWPC16577
No. M-2013-236089\SML
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COLO-16577-841-001-0

Industria v Comercio
SUPERINTENDENC A

Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
MODIFICACIONES Y/O CORRECCIONES

1. ldentificacion del Tramite

D Error material @ Modificacion a una Solicitud en tramite

@ Patente de Invencién
D Patente de Modelo de Utilidad
D Registro de Disefio Industrial

D Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

2. Datos del solicitante

Persona Natural D Persona Juridica

BAXTER INTERNATIONAL INC.,

BAXTER HEALTHCARE S. A.
Y

NATIONAL BIOLOGICAL STANDARDS BOARD

Nombre o denominacion / Nombre o razén social completa

Nombre representante legal

Tipo de empresa Micro D Pequefia D Mediana D Otra D
Documento de identificacion: DC.C. D C.E. D NIT D Otro Numero
Nacionalidad/Pais de constitucién | Direccién y domicilio del titular Ciudad
Estados Unidos de América, One Baxter Parkway, lllinois 60015, Deerfield,
Suiza Y 8304 Zurich
Y ) Hertistrasse 2, Wallisellen, Kanton, Y
Reino Unido Y South Mimms,
Blanche Lane, Potters Bar Hertfordshire EN6 3QG,
Respectivamente Respectivamente Respectivamente
Direccién electrénica No. Fax Ndamero telefénico
clientes@cavelier.com 2118650 347 36 11

D Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean enviadas a

través de la direccion de correo electronico
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3. Datos del apoderado:
Apellidos y Nombre Documento de identificacion Tarjeta profesional
De Paez Luz Clemencia C.C. 35.456.344 T.P.A 23.555
Direccién y domicilio Ciudad
Carrera 4® No. 72 -35 Bogota
Direccion electrénica No. Fax Numero telefénico
cavelier@cavelier.com 2118650 34736 11
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el nimero de su radicacion o protocolo de poder general

4, Datos del tramite
Correccion:
Expediente No 08.075.690
Aparece
Debe ser

Modificacion:

g Modificacion al capitulo reivindicatorio.

Presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 38 reivindicaciones y pido respetuosamente
que el examen de patentabilidad sea realizado sobre estas nuevas reivindicaciones presentadas.
Respetuosamente manifiesto.que a pesar de eliminar materia del pliego reivindicatorio originaimente
presentado, mi representada no renuncia a la protecciéon que pueda obtener sobre dicha materia y se
reserva el derecho de presentar una- solicitud- divisional que la contenga durante el tramite de la
presente solicitud, beneficiandose de la fecha de prioridad inicialmente reivindicada.

D Modificacion al capitulo descriptivo.

D Modificacion al resumen.

[X]  Modificacion a los dibujos.

Presento nuevo juego de quince {15) figuras.

D Modificacion al solicitante.
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5. Anexos

E Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacién por $125.000
E Documento que contiene las modificaciones o correcciones.

D Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.

6. Firma-

‘mety)kn;;ygépéllidos Firma

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ ez Uorne, oenSob e
C;C.“,3’5."456.344 DE Usaquén Tarjeta Profesional 23.555.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar pirégenos sin endotoxina en una muestra, en donde el
método comprende los pasos de:

combinar un reactivo que contiene monocitos y la muestra que sera probada en un
primer sistema de ensayo que comprende al menos un deposito de microtitulacion
formado de manera que el reactivo que contiene monocitos se concentre para
proporcionar un mayor contacto célula con célula en comparacion con un depésito de
microtitulacién de fondo plano, en donde la superficie del deposito de microtitulacion
comprende un revestimiento de polipropileno o la totalidad del depdsito de microtitulacion
se compone de polipropileno;

incubar el reactivo que contiene monocitos y la muestra, en donde, cuando la
muestra comprende un pirégeno, el reactivo que contiene monocito produce una citocina

0 un transmisor enddégeno de la respuesta inflamatoria;

transferir los contenidos de primer sistema de ensayo a un segundo sistema de
ensayo que comprende al menos una superficie tratada con un anticuerpo para una

citocina o un transmisor endégeno de la respuesta inflamatoria; y

ensayar el segundo sistema de ensayo con respecto a la presencia de citocina o
un transmisor endogeno enlazado al anticuerpo en la superficie;

mediante lo cual el nivel elevado de citocina o transmisor endégeno enlazado a la

superficie indica la presencia de pirdgenos en la muestra probada.

2. Un método para detectar pirégenos sin endotoxina en una muestra, en donde el

método comprende los pasos de:

combinar un reactivo que contiene monocitos y la muestra que sera probada en un

sistema de ensayo que comprende

(i) al menos un depdésito de microtitulacion formado de manera que el reactivo
que contiene monocitos se concentre para. proporcionar un mayor contacto célula
con célula en comparacion con un vd'epésito de microtitulacion de fondo plano, en
donde la superficie del depésito de microtitulacion comprende un revestimiento de
polipropileno o la totalidad del deposito de microtitulacion se compone de
polipropileno, y



(ii) al menos una superficie tratada con un anticuerpo para una citocina o un

transmisor endogeno de la respuesta inflamatoria;

incubar el reactivo que contiene monocitos y la muestra, en donde, cuando la
muestra comprende un pirégeno, el reactivo que contiene monocitos produce una
citocina o un transmisor endégeno de la respuesta inflamatoria;

ensayar el sistema de ensayo para la presencia de citocinas o un transmisor

enddgeno enlazado al anticuerpo en la superficie;

mediante lo cual el nivel elevado de citocina o transmisor enddégeno enlazado a la

superficie indica la presencia de pirdgenos en la muestra probada.

3. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 1 o 2,
caracterizado porque la citocina se selecciona del grupo que consiste de interleucina-1
(IL-1), interleucina-1ra(lL-1ra), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), y un factor de

necrosis tumoral-a (TNF- a).

4. El método tal como se describe en la reivindicacién 3, caracterizado porque la
citocina es [L-6.

5. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,

caracterizado porque el transmisor enddgeno es endotelina.

6. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,

caracterizado porque la muestra es un producto médico administrado en forma parenteral.

7. El método tal como se describe en la reivindicacion 6, caracterizado porque el
producto médico es un producto de sangre, solucién de dialisis, vacuna y expansor de
plasma.

8. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el primer sistema de ensayo o el sistema de ensayo comprende una
placa de microtitulacion que comprende una pluralidad de depésitos de microtitulacion,
cada uno de los cuales tiene una forma de modo que el reactivo que contiene el monocito
sea concentrado para proporcionar mayor contacto célula con célula en comparacion a un
depédsito de microtitulacion de fondo plano, en donde cada depdsito de microtitulacion
comprende una superficie del deposito que comprende un revestimiento de polipropileno
o cada depésito de microtitulacién se compone enteramente de polipropileno.



9. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el depdsito de microtitulacion comprende una regién superior
abierta, una region superior que se extiende hacia abajo desde la parte superior abierta, y
una pared del fondo que se ahusa en didmetro desde la parte de arriba del punto mas
bajo hasta el punto mas bajo.

10. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el depdsito de microtitulacidn comprende una regién superior
abierta, una region que se extiende hacia abajo desde la regidén superior que tiene un
extremo superior y un extremo de fondo, y una region inferior que tiene un extremo
superior y un punto mas bajo, extendiéndose la regién inferior desde el extremo inferior de
la regiéon superior y ahusandose en diametro mas rapidamente que la region superior del
extremo superior de la region inferior hacia el punto mas bajo.

1. El método tal como se describe en la reivindicacion 9, caracterizado porque la
pared inferior de dicho depédsito de microtitulacién no es plano, curvado, parabdlico o se
extiende hacia abajo, o los lados de dicho depédsito de microtitulacién estan inclinados
hacia el interior.

12. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el sistema(s) de ensayo es un ensayo inmunoabsorbente enlazado
por enzimas (ELISA) colorimétrico, un inmunoensayo radioetiquetado o un inmunoensayo
etiquetado con fluorescencia.

13. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,
caracterizado porque el reactivo que contiene monocitos comprende células
mononucleares de sangre periférica o células de linea celular monolitica.

14. El método tal como se describe en la reivindicacion 13, caracterizado porque la

linea celular monolitica comprende un linea celular monolitica humana.

15. El método tal como se describe en la reivindicacion 14, caracterizado porque la
linea celular monocitica es MONOMAC-6, THP-1 o0 28SC.

16. El método tal como se describe en la reivindicaciéon 13, caracterizado porque la
linea celular monocitica comprende una linea celular que tiene receptores tipo CD14 y
Toll enddgenos o que han sido transfectados con receptores tipo CD14 y/o Toll y/o genes
reporteros para transmisores inflamatorios o pirogénicos.



17. El método tal como se describe en la reivindicacién 13, caracterizado porque las
células mononucleares de sangre periférica comprenden células mononucleares de
sangre periférica humana.

18. El método tal como se describe en la reivindicacion 13, caracterizado porque el
reactivo que contiene monocitos se encuentra en dicho sistema de ensayo en una
densidad celular que es mayor a la densidad celular de los monocitos en la sangre

completa.

19. El método tal como se describe la reivindicacion 13, caracterizado porque el
reactivo que contiene monocitos esta presente en dicho sistema de ensayo en una
densidad celular de (i) al menos o aproximadamente 250,000, (i) al menos o
aproximadamente 500,000, (iii) al menos o aproximadamente 600,000, (iv) al menos o
aproximadamente 700,000, (v) al menos o aproximadamente 800,000, (vi) al menos o
aproximadamente 900,000, (vii) al menos o aproximadamente 1,000,000, (viii) al menos o
aproximadamente 1,100,000, (ix) al menos o aproximadamente 1,200,000, (x) al menos o
aproximadamente 1,300,000, (xi) al menos o aproximadamente 1,400,000, (xii) al menos
o aproximadamente 1,500,000, (xiii) al menos o aproximadamente 1,600,000, (xiv) al
menos o aproximadamente 1,700,000, (xv) al menos o aproximadamente 1,800,000, (xvi)
al menos o aproximadamente 1,900,000 6 (xvii) al menos o aproximadamente 2,000,000
células por deposito, en el que la densidad celular no excede un maximo de densidad
celular a la que nutrientes celulares insuficientes existen en el volumen de reactivo dentro
del depésito para poder mantener las células en el depdsito.

20. El método tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones anteriores,

caracterizado porque el reactivo gue contiene monocitos comprende la sangre completa.

21. El método tal como se describe en la reivindicacion 20, caracterizado porque la

sangre completa comprende la sangre completa humana.
22, Un kit de diagnéstico que comprende:

a) un primer sistema de ensayo que incluye al menos un depésito de
microtitulacién formado de manera que el reactivo que contiene monocitos se
concentre para proporcionar un mayor contacto célula con célula en comparacion
con un depédsito de microtitulacién de fondo plano, en donde la superficie del
depdsito de microtitulacion comprende un revestimiento de polipropileno o la

totalidad del depésito de microtitulacion se compone de polipropileno;

7\



23.

24,

b) un segundo sistema de ensayo que comprende al menos una superficie
tratada con un anticuerpo para una citocina o un transmisor endégeno de la
respuesta inflamatoria; y

c) instrucciones para incubar en el primer sistema de ensayo un reactivo que
contiene monocitos y una muestra que sera probada, transfiriendo los contenidos
del primer sistema de ensayo a un segundo sistema de ensayo, y ensayando el
segundo sistema de ensayo con respecto a la presencia de citocina o un
transmisor endégeno enlazado al anticuerpo en la superficie.

Un kit de diagnéstico que comprende:

a) un sistema de ensayo que comprende (i) al menos un depdsito de
microtitulacion formado de manera que el reactivo que contiene monocitos se
concentre para proporcionar un mayor contacto célula con célula en comparacion
con un depdsito de microtitulacién de fondo plano, en donde la superficie del
depdsito de microtitulacion comprende un revestimiento de polipropileno o la
totalidad del depésito de microtitulacién se compone de polipropileno, y (ii) al
menos una superficie tratada con un anticuerpo para una citocina o un transmisor
endogeno de la respuesta inflamatoria; y

b) instrucciones para combinar el reactivo que contiene monocitos y una
muestra que sera probada en un sistema de ensayos, incubando el reactivo que
contiene los monocitos y la muestra, y ensayando el segundo sistema de ensayo
con respecto a la presencia de citocina o un transmisor endégeno enlazado al

anticuerpo en la superficie.

El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 o 23, que

comprende un reactivo que contiene monocitos crioconservado.

25.

El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 a 24,

caracterizado porque cada depdsito de microtutulacion del primer sistema de ensayo o el

sistema de ensayo comprende monocitos crioconservados.

26.

El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 a 25,

caracterizado porque el reactivo que contiene monocitos criopreservado se proporciona a

un usuario final mediante el envio en hielo seco.



27. El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 a 26,
caracterizado porque el reactivo que contiene monocitos criopreservado se proporciona a

un usuario final en alicuotas en el niimero éptimo de numero de células por depésito.

28. El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 a 27,
caracterizado porque el reactivo que contiene monocitos criopreservado comprende
células mononucleares de sangre periférica o células de linea celular monolitica

crioconservada,

29. El kit tal como se describe en la reivindicacién 28, caracterizado porque la linea
celular monolitica comprende una linea celular monolitica humana seleccionada del grupo
que consiste de: MONOMAC-6, THP-1 o 28SC, y una linea celular que tiene receptores
tipo CD14 y Toll endégenos o que han sido transfectados con receptores tipo CD14 y/o

Toll y/o genes reporteros para transmisores inflamatorios o pirogénicos.

30.  El kit tal como se describe en la reivindicacién 24, caracterizado porque el reactivo
que contiene monocitos criopreservado comprende la sangre completa. '

31. El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 a 30,
caracterizado porque la pared superior de dicho depdsito de microtitulacion no es plana,
curva, parabdlica o se extiende hacia abajo, o los lados de dicho depdsito de

microtitulacidn estan inclinados hacia el interior.

32. El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 a 30,
caracterizado porque el depésito de microtitulacion comprende una region superior
abierta, una region superior que se extiende hacia abajo desde la parte superior abierta, y
una pared del fondo que se ahusa en diametro desde la parte de arriba del punto mas
bajo hasta el punto mas bajo.

33. El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 a 30,
caracterizado porque el depodsito de microtitulacion comprende una region superior
abierta, una region que se extiende hacia abajo desde la regién superior que tiene un
extremo superior y un extremo de fondo, y una region inferior que tiene un extremo
superior y un punto mas bajo, extendiéndose la regién inferior desde el extremo inferior de
la regiéon superior y ahusandose en diametro mas rapidamente que- la regién superior del

extremo superior de la region inferior hacia el punto mas bajo.

34. El kit tal como se describe en cualesquiera de las reivindicaciones 22 a 33,
caracterizado porque la citocina o transmisor endégeno de la respuesta inflamatoria se

selecciona del grupo que consiste de interleucina-1 (IL-1), interleucina-1ra(lL-1ra),
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interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), factor de necrosis tumoral -a (TNF- ), y

endotelina.

35.

36.

37.

Un kit de diagnéstico que comprende:

(i) una placa de microtitulacion que comprende una pluralidad de depésitos de
microtitulacién formados de modo que las células contenidas en cada depdsito
sean concentradas en comparaciéon a un depésito de microtitulacién de fondo

plano, una superficie de dicho depésito que comprende polipropileno; y

(i) un reactivo que contiene monocitos crioconservado el cual esta contenido
en los depdsitos de dicha placa, en donde el reactivo que contiene monocitos
comprende células mononucleares de sangre periférica crioconservadas o células
de linea celular monocitica crioconservada, esta en contacto con las superficies de

dichos depésitos.

Un kit de diagnéstico que comprende:

(i) un sistema de ensayo para detectar pirdbgenos sin endotoxina en un
producto médico administrado en forma parenteral, dicho sistema de ensayo
comprende una placa de microtitulacion que comprende una pluralidad de
depdsitos de microtitulacion formados de modo que las células contenidas en cada
deposito sean concentradas en comparacion con un depésito de microtitulacién de

fondo plano, una superficie de dicha pared comprendiendo polipropileno;

(i) un reactivo que contiene monocitos crioconservado que esta contenido en
los depédsitos de la placa, en donde el reactivo que contiene monocitos comprende
sangre completa crioconservada y esta en contacto con la superficie de dichos
depositos; y

(iii) un anticuerpo para IL-6.

Un método de analisis de una muestra, que comprende los pasos de:

combinar un reactivo que contiene monocitos y la muestra que sera probada en un

primer sistema de ensayo que incluye al menos un depésito de microtitulacion formado de

manera que el reactivo que contiene monocitos se concentre para proporcionar un mayor

contacto célula con célula en comparacion con un deposito de microtitulacién de fondo

plano, en donde la superficie del depédsito de microtitulacion comprende un revestimiento

de polipropileno o la totalidad del depdsito de microtitulacion se compone de polipropileno;

™



incubar el reactivo que contiene monocitos y la muestra;

transferir los contenidos del primer sistema de ensayo a un segundo sistema de
ensayo que comprende al menos una superficie tratada con un anticuerpo para una
citocina o un transmisor endégeno de la respuesta inflamatoria; y

ensayar el segundo sistema de ensayo con respecto a la presencia de citocina o
un transmisor endégeno enlazado al anticuerpo en la superficie, mediante la cual la es

muestra probada.

38. Un método de analisis de una muestra, que comprende los pasos de:

combinar un reactivo que contiene monocitos y la muestra que sera probada en un

primer sistema de ensayo que comprende

(i) al menos un depdsito de microtitulacion formado de manera que el reactivo
que contiene monocitos se concentre para proporcionar un mayor contacto célula
con célula en comparacion con un depoésito de microtitulacién de fondo plano, en
donde la superficie del depédsito de microtitulacion comprende un revestimiento de
polipropileno o la totalidad del depésito de microtitulacion se compone de

polipropileno, y

(ii) al menos una superficie tratada con un anticuerpo para una citocina o un

transmisor endégeno de la respuesta inflamatoria;

incubar el reactivo que contiene monocitos y la muestra; y

ensayar el sistema de ensayo para la presencia de citocinas o un transmisor

enddgeno enlazado al anticuerpo en la superficie, mediante la cual la muestra es probada.

SML\SMLAID-236114\WPC16577
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Valores > 80,000 pg/ml
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Ajudendo as pessoas a
viverem vidas sauddveis

Product Catalog

Welcome to the BD (Becton, Dickinson and Company) Catalog of medica! supplies, devices, laboratory equipment and diagnostic products,

Cell Cultureware

Product Number: 353936

Safety Data Sheet
More information
Certificate of Analysis

353936 - 8D Falcon™ Clear 96-well Microtest™ Plate. Tissue-culture treated polystyrene, flat bottom, with lid. Packed in Ready-Stack bulk trays. (14/sp, 84/ca)

Avallability
Product type
Brand

DNR (Latex) free?
Growth area
Growth surface
Lid

Material

Notes

Shape

Size

Sterile?
Volume

Return to top of page

Key Product Features
US, Canada, Latin America, Europe, Australia, Asia Pacific, Japan
Plates
BD Falcon™
Yes
0.32 am2
Tissue-culture treated
Yes
Clear polystyrene
For assays not requiring cell attachment, see our Assay Plate products for additional piates and lids.
Flat-bottom
96-well
Yes

370 yl

353936 - BD Falcon™ Clear 96-wel! Microtest™ Plate. Tissue-culture treated polystyrene, flat bottom, with lid. Packed in Ready-Stack bulk trays. (14/sp, 84/ca)

Retum to top of page

Cross References

353936 - BD Falcon™ Clear 95-well Microtest™ Plate. Tissue-culture treated polystyrene, flat bottom, with lid. Packed in Ready-Stack bulk trays. {14/sp, 84/ca)

Packaging Description

QOrdering / Contacts

Product Shipping and Handling Info.
14/sp, 84/ca

Authorized Canadian distributors contact:
BD

2100 Derry Road West

Suite 100

Mississauga, Ontario

LSN 0B3

Canada

866-979-9408

Qutside US: contact the [nternatignal Qffice nearest vou

http://catalog.bd.com/bdCat/viewProduct.doCustomer?productNumber=353936

9/17/2012
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US and Puerto Rico Customers contact:
BD Customer Service

1 Becton Drive -

Franklin Lakes, NJ 07417
1-888-237-2762

Order Min 1 Case
Country of Orlgin USA
Sterile? Yes

How Sterilized
Can be re-used? No
Natural Rubber/Latex Does not have Latex labeling

Package does not have Latex
Product has no Natural Rubber/Latex

Refrigerated shipping Information Normal conditions
Batch Managed Yes
Shelf Life 1825 Days

to| age

353936 - BD Falcon™ Clear 96-well Microtest™ Plate. Tissue-culture treated polystyrene, flat bottom, with lid. Packed in Ready-Stack bulk trays. (14/sp, 84/ca)

Product Packaging Info.

Pkg level EA SP cs

Quantity 1 14 84

Saleable? No Yes Yes

EAN/UPC 382903539369 30382903539360 50382903539364
EAN Category uc IC IC

Length 0.0in 1.88 in . 26.313 in

Width 0.0in 1.022 in 14.313 in

Height 0.0in 0.683 in 9.563 in

Weight 3.158 0z 1.184 |b 16.579 Ib

Return to top of page

BD

1 Becton Drive

Frankiin Lakes, NJ USA 07417
201.847.6800

Unless otherwise noted, 8D, BD Logo and ali other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2011 BD
Site Map | Privacy | Terms & Conditions | Permission Request | Trademarks | BD Worldwide

http://catalog.bd.com/bdCat/viewProduct.doCustomer?productNumber=353936
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Catalogo de productos
Bienvenido al catalogo de suministros médicos, dispositivos, equipo de laboratorio y
productos de diagndstico de BD (Becton, Dickinson and Company)
Placas de cultivo celular Ficha de datos de seguridad
Numero de producto: 353936 Mas informacion
Certificado de analisis
353936 ~ BD Falcon™ Clear 96-well Microtest™ Plate. Poliestireno para cultivo de tejidos
tratados, fondo plano, con tapa. Empacado en bandejas a granel apiladas. (14/sp, 84/ca)
Principales caracteristicas del producto
Disponibilidad EE.UU., Canada, América Latina, Europa, Australia, Asia-Pacifico,
Japon
Tipo de producto Placas
Marca BD Falcon™

¢Libre de DNR (Latex)? Si
Area de crecimiento 0,32 cm?

Superficie de crecimiento  Cultivo de tejidos tratados

Tapa Si
Material Poliestireno transparente
Notas Para los ensayos que no requieren adhesion celular, vea

nuestros productos Assay Plate para placas y tapas adicionales.

Forma Fondo plano

gLl



Tamano
¢Esteril?

Volumen

Regresar al inicio de la pagina

96-pocillos

353936 — BD Falcon™ Clear 96-well Microtest™ Plate. Poliestireno para cultivo de tejidos

tratados, fondo plano, con tapa. Empacado en bandejas a granel apiladas. (14/sp, 84/ca)

Regresar al inicio de la pagina

Referencias cruzadas

353936 — BD Falcon™ Clear 96-well Microtest™ Plate. Poliestireno para cultivo de tejidos

tratados, fondo plano, con tapa. Empacado en bandejas a granel apiladas. (14/sp, 84/ca)

Informacion del envio y manipulacion del producto

Descripcion de embalaje

Pedido / Contactos

14/sp, 84/ca

Contacto de distribuidores canadienses autorizados:
BD

2100 Derry Road West

Suite 100

Mississauga, Ontario

LSN 0B3

Canada

866-979-9408

Fuera de los EE.UU.: Contacte a la Oficina Internacional

mas cercana

Clientes de EE.UU. y Puerto Rico contactar a:



Pedido min

Pais de origen
éEstéril?

Como fue esterilizado
éPuede reutilizarse?

Caucho/Latex natural

Informacién de envio refrigerado

Lote gestionado

Vida util

Regresar al inicio de la pagina

Servicio al cliente BD

1 Becton Drive

Franklin Lakes, NJ 07417
1-888-237-2762

1 caja

EE.UU.

Si

No -

No tiene etiquetado de Latex

El embalaje no tiene Latex

El producto no tiene Caucho/Latex natural
Condiciones normales

Si

1825 dias

353936 — BD Falcon™ Clear 96-well Microtest™ Plate. Poliestireno para cultivo de tejidos

tratados, fondo plano, con tapa. Empacado en bandejas a granel apiladas. (14/sp, 84/ca)

Nivel emb
Cantidad
éVendible?
EAN/UPC
Categoria EAN
Largo

Ancho

Alto

Informacion de embalaje del producto

EA SP CS

1 14 84

No Si Si

382903539369 30382903539360 50382903539364
ucC IC IC

0,0” 1,88” 26,313”

0,0” 1,022” 14,313”

0,0” 0,683 9,563”
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Peso 3,158 oz. 1,184 Ib. 16,579 Ib.

Regresar al inicio de la pagina

BD

1 Becton Drive

Franklin Lakes, NJ EE.UU. 07417
201-847-6800

Salvo indicacién contraria, BD, el signo BD y todas las otras marcas son propiedad de Becton,

Dickinson and Company. © 2011 BD



TImmuno 96 MicroWell™ Solid Plates - Clear
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Immuno 96 MicroWell™ Solid Plates

Clear

¢ Plates intended for quantitative
and qualitative solid phase
immuno assays (e.g. ELISA) and
binding assays
e Choice of Surface
- PolySorp™, with high affinity to
molecules of a hydrophobic
nature
- MediSorp™, has a surface
chemistry between PolySorp™
and MaxiSorp™. Provides low
background signal with samples
containing serum.
- MaxiSorp™, with high affinity to
molecules with mixed
hydrophilic/hydrophobic domains
- MultiSorp™, with high affinity to
hydrophilic molecules
Choice of F, C and U bottoms
Raised rims on the wells
Certified reproducibility of binding
Alphanumeric orientation system
Fit standard equipment

Barcodes available on request

L I < e :
Jlerbottor £art Byttome Pt bk tirise

vt gurvnd
a5
Details
Nunc-Immuno™ Plates
Polystyrene, without lids.
96 wells per plate.
Ext. dimensions 128 x 86 mm
Cat. No. 475094 456529 446140 475434  467320* 467340
Specifications Fview Fview Fview Fview {Fview & View
Configuration F96 Fg96 c9% = U9 F96 F96
Surface PolySorp PolySorp PolySorp PolySorp MediSorp  MultiSorp
Design Pinchbar  High Pinchbar High High High
Flange Flange Flange Flange
Total volume, pl/well 400 400 350 300 400 400
Suggested working volume, 350 350 250 250 350 350
pliwell
Total surface area, cm?/well 2.7 2.7 2.5 2.0 2.7 2.7
Barcode - - - - - -
Units per pack/case 5/60 10/180 5/60 5/60 5/60 5/60
Availability Worldwide  Worldwide  Worldwide ~ Worldwide  Not Not
Americas Americas
* With certificate
Nunc-immuno™ Plates
Visit Thermo Fisher Scientific | Privacy Statement | Terms and Conditions | Contact Us
©2010 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved.
9/17/2012
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Placas solidas Immuno 96 MicroWell™

Transparente

e Placas destinadas para inmunoensayos cuantitativos y cualitativos en fase sélida (e.g.
ELISA) y ensayos de union.

-e  Opcién de superficie

PolySorp™, con gran afinidad a las moléculas de naturaleza hidrofobica

MediSorp™, tiene una superficie quimica entre PolySorp™ y MaxiSorp™. Proporciona

baja sefial de fondo con muestras que contienen suero.

MaxiSorp™, con gran afinidad a las moléculas con dominios hidrofilicos/hidrofébicos

mixtos

MultiSorp™, con gran afinidad a las moléculas hidrofilicas

e Opcidn de fondos F (fondo plano), C (fondo plano con bordes curvos), U (fondo redondo)
e Bordes levantados en los pocillos

e Reproducibilidad de unién certificada

e Sistema de orientacidn alfanumérico

e Equipo de ajuste estandar

e (Coddigos de barras disponibles a solicitud

Detalles

Placas Nunc-Immuno™
Poliestireno, sin tapas.
96 pocillos por placa

Dimensiones ext. 128 x 86 mm



Cat No.
Especificaciones
Configuracion
Superficie

Diseio

Volumen total,
uL/pocillo
Volumen de
trabajo sugerido,
pL/ pocillo

Area total de la
superficie, cm?/
pocillo

Cédigo de barras
Unidades por
paquete/caja

Disponibilidad

*Con certificado

475094
Ver

F96
PolySorp

Alzaprima

400

350

2,7

5/60

Mundial

Placas Nunc-lmmuno™

456529
Ver

F96
PolySorp
Reborde
alto

400

350

2,7

10/180

Mundial

446140
Ver

C96
PolySorp
Alzaprima

350

250

2,5

5/60

Mundial

475434
Ver

u96
PolySorp
Reborde
alto

300

250

2,0

5/60

Mundial

467320*
Ver

F96
MediSorp
Reborde
alto

400

350

2,7

5/60

No en

América

467340
Ver

Fo6
MultiSorp
Reborde
alto

400

350

2,7

5/60

No en

América



Docket No.: 31203/30021A
(PATENT)

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

In re Patent Application of:
Stephen Poole et al.

Application No.: 11/613,866 | Confirmation No.: 8436

Filed: December 20, 2006 Art Umt: 1647

For: MONOCYTE ACTIVATION TEST BETTER Examiner: C. M. Woodward
ABLE TO DETECT NON-ENDOTOXIN
PYROGENIC CONTAMINANTS IN
MEDICAL PRODUCTS

DECLARATION UNDER 37C.F.R. 1.132 OF STEPHEN POOLE

I, Stephen Poole, do hereby declare as follows:

1. I am a co-inventor of the subject patent application. Currently, I am
the Parenteral Sections Leader of the Biotherapeutics Group of the National Institute for
Biological Standards and Control (NIBSC). I have authored over 200 scientific journal

articles. My curriculum vitae is appended hereto as Exhibit A.

2. I am a co-author of the scientific journal article entitled, “A rapid ‘one-
plate’ in vitro test for pyrogens” which published in the Journal of Immunological Methods
Vol. 274 (2003): 209-220 (a copy of which is appended hereto as Exhibit B; referred to
hereinafter as “Poole et al.”’). Poole et al. describes an ELISA-based pyrogen detection assay
in which pyrogen-free 96-well plates coated with pyrogen-free anti-cytokine antibodies or
antibodies specific for endogenous mediators of the inflammatory response are used in
conjunction with monocytes. In this assay, a test sample is contacted with the monocytes
and, if the test sample includes a pyrogen, a cytokine or endogenous mediator is released by
the monocytes and subsequently binds to the antibodies on the surface of the plate. The

cytokine or endogenous mediator bound to the antibody is subsequently detected in the assay.

3. In the experiments described in Poole et al., a variety of microtiter



@

Application No. 11/613,866 Docket No.: 331203/30021A

plates were used in the assay, including Dynex PF microtiter ‘flat bottom’ styrene 96 well
plates, Dynex pyrogen-free (PF) microtiter ‘U-bottom’ styrene 96-well plates, Dynex (non
PF) polyvinylcarbonate (PVC) microtiter ‘U bottom’ 96-well plates, Falcon Microtest tissue
culture plate 96-well, Falcon Microtest III flexible 96-well assay plates, and Nunc-Immuno
(nonPF) 96-well plates. However, none of the experiments described in Poole et al. included
the use of microtiter plates with wells having a polypropylene coating or plates which were

entirely made of polypropylene.

4. The results of Poole et al. demonstrated that neither the shape nor the
coating or composition of the wells of the microtiter plates used in the assay had an affect on
the ability of the assay to detect pyrogens. We reported this finding by stating (at page 213,
first paragraph of the Results section of Poole et al.): “All of the different plate types used in

the one-plate assays, e.g., ‘flat bottom’, ‘U-bottom’, styrene and PVC gave similar results.”

5. After Poole et al. published and before the priority date of the subject
patent application, we carried out a pyrogen detection assay similar to the one described in
Poole et al. but changed the assay, such that polypropylene microtiter plates with non-flat
wells‘were used. The use of the polypropylene microtiter plates with non-flat wells provided
a significant improvement for the indirect detection of non-endotoxin pyrogens. The
significant improvement is evidenced by, for example, the greater difference in the detection
of IL-6 bound to IL-6-specific antibody (as represented by the absorbance at 450 nm) seen
between the Extraneal positive and negative controls when polypropylene, non-flat wells
were used in the assay (Figure 12A of the application), as compared to the difference among
the two controls when polystyrene, flat wells were used in the assay (Figure 12B of the
application). Given that neither the shape nor the coating or composition of the wells of the
microtiter plates used in the assay made a difference in the studies described in Poole et al.,
we did not expect that the use of polypropylene microtiter plates with non-flat bottomed wells

would provide such an improvement in the ability of the assay to detect non-endotoxin

pyrogens.

6. I declare that all statements made herein of my own knowledge are true and that all
statements made on information and belief are believed to be true; and further that these

statements were made with the knowledge that willful false statements and the like are

2



Application No. 11/613,866 Docket No.: 31203/30021A

punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United
States Code, and that such willful false statements may jeopardize the validity of the above-

identified application or any patent issuing thereon.

Signed:
Stephen Poole

Date: 12 January 2010
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CURRICULUM VITAE

NAME: Stephen Poole

POSITION: Parenterals Section Leader

QUALIFICATIONS: 1974 BSc (15t Class Hons) Pharmacology, London

1980 PhD Pharmacology, London

DATE OF BIRTH: 13 March 1952

APPOINTMENTS:

1972-1973 Research Assistant, Department of Pharmacology, Royal College of Surgeons of
England

1974-1982 Research Scientist, Department of Pharmacology, Institute of Psychiatry, London

1982-2004 Scientist/Senior Scientist/Principal Scientist, National Institute for Biological Standards
and Control, Endocrinology Division

2004-2006 Principal Scientist, National Institute for Biological Standards and Control,

Immunology/Endocrinology Division
Section Leader, National Institute for Biological Standards and Control, Parenterals
Section of Biotherapeutics Group

2006-to date

POSTS HELD AND OTHER RESPONSIBILITIES:

Member of:-
HPA R&D Group
MHRA Expert Advisory Group on Clinical Trials (of *higher risk” medicines and vaccines)
EDQM Group MAT (Monocyte Activation Test for pyrogens)
EDQM Group BET (Bacterial Endotoxins Test)
EMA Group drafting guideline for pre-clinical cytokine release tests
USP/EDQM/Japanese PharmacopoeiaWHO Endotoxin Standardization Group

PUBLICATIONS

Some 200 peer-reviewed, PubMed-cited, publications, including two in the Journal NATURE. Numerous review
articles and book chapters and co-authorship of: Bacteria - Cytokine Interactions in Health and Disease (Portland
Press, 1998). , : :

PATENTS

1. Peptides and phamaceutical composition thereof in the treatment of pain.
Patent number; US538961 1995-02-14

2. Pharmaceutical preparation for the treatment of inflammatory processes.
Patent number: EP1027894 2000-08-16: US6399572 2002-06-04.

3. Pyrogenicity test for use with automated immunoassay systems.

Patent number: US6696261 2004-02-24.

SUMMARY OF SCIENTIFIC WORK:
A background in neuro, cardiovascular and immunopharmacology and cell biology and responsible for the
evaluation of biological medicines and vaccines for more than 25 years. Has developed and applied novel cell-
based assays for measuring pro-inflammatory activities of medicines and vaccines and their contaminants. One
of these tests, the Monocyte Activation Test for pyrogens, will be introduced into the Ph Eur in April 2010.
Research interests in the mechanisms underlying inflammation, fever and pain. Research output
reflected in some 200 peer-reviewed, PubMed-cited, publications, including two in the Journal NATURE,
numerous review articles and book chapters and co-authorship of the book Bacteria - Cytokine Interactions in
Health and Disease (Portland Press).
Responsible for the distribution of a variety of standards and European batch release of parenteral
medicines.



EXHIBIT B



| JIM

Journal of |
Immunological Methods

F

ARl g
ELSEVIER

Journal of Immunological Methods 274 (2003) 209-220
- www.clsevier.com/locate/jim

A rapid ‘one-plate’ in vitro test for pyrogens

Stephen Poole®*, Yogesh Mistry?, Christine Ball®, Rose E. Gaines Das?,
Lisa Pieti Opic®, Garry Tucker®, Mehul Patel®

" National Instinute for Riological Standards and Control, Blanche Lane, South Mimms, Potters Bar, Herts EN6 30G., England, UK
¥ Baxter Healthcare Corporation. 2545 Central Avenue, Suite FD-1, Boulder, CO 30301-285 7, US4

Received 18 July 2002: received in revised form 24 September 2002; accepted 18 November 2002

Abstract

A rapid, ‘one-plate’ monocyte-activation test is described for detecting endotoxin and non-endotoxin pyrogens in
parenteral medicinal products. The one-plate test offers useful gains over conventional ‘two-plate” (cell culture plate + ELISA
plate) tests in terms of its limit of detection. robustness. speed and cost. The ‘one-plate” test is likely to be applicable to a
wide range of products because it allows less time for product interference in the test. The ‘one-plate’ test utilises pyrogen-
free anti-~cytokine (interleukin (IL)-6 or tumour necrosis factor o (TNFa)) antibodies (Ab). coated and stabilised .onto
(pyrogen-free) 96-well plates. Monocytes/monocytic cells, endotoxin (lipopolysaccharides. LPS) standard or sample and
(pyrogen-free) second (labelled) Ab are cultured together (usually for 2—4 h) on the Ab-coated plate and then the plate is
washed and the ELISA completed. There is no transfer from one plate to another and no (further) incubations of (released)
cytokine with. first. coating Ab and. then. developing Ab since these steps have already taken place during the initial cell
culture. The rapid, ‘one-plate’ test is readily automated. The preferred readout is IL-6. which gives a limit of detection of
0.015 endotoxin units (EU)/m] with peripheral blood mononuclear cell (PBMNC), 0.03 EU/m! with diluted whole blood and
0.05 EU/m] with a monocytic cell line (MONO MAC 6).
© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: One plate; In vitro test for pyrogens; Monocytc-activation test; Endotoxin; Interleukin-6; Tumour necrosis factor o

1. Introduction

Abbreviations: BET. bacterial endotoxins test; ELISA. enzyme- Parenteral pharmaceutical products are required

linked immunosorbent assay; EU. endotoxin units; HRP, horse . : : :
v U g . to be free from pyrogenic contamination. While a
radish peroxidase; HSA. human serum albumin; IL. interleukin; U, pyrog

international unit; LAL. Limulus amocbocyte lysate; LPS, lip-
opolysaccharide; OPD, 1. 2-phenylencdiamine dihydrochloride
orthophenylene diamine; PBMNC, peripheral blood mwononuclear
cell; S.EM., standard error of the mean; TNF«, tumour necrosis
factor c; Tween 20. polyoxyethylene-sorbitan monolaurate; wiv,
weight per volume.

* Corresponding author. Tel.: +44-1707-654753; fax: +44-
1707-646730. :

E-mail address: spoole@nibsc.ac.uk (S. Poole).

pyrogen may be defined as any substance that
causes fever, the pyrogens of concern to the
pharmaceutical industry are bacterial endotoxins (lip-
opolysaccharides, LPS) from Gram-negative bacteria
since 1t 15 endotoxin that most frequently contami-
nates parenteral medicinal products {Mascoli and
Weary. 1979261, Currently one of two Pharmaco-
poeial tests for pyrogenic contamination is applied to

0022-1759/02/8 - see front matter © 2002 Elsevier Scicnce B.V. All rights rescrved.

doi: 10.1016/50022-1759(02)00519-7

BNSDOCID: <XP . ._.... 4411950A | >



210 S. Poole et al. 7 Journal of Immunological Methods 274 (2003) 209-220

parenteral medicinal products. These are the rabbit
pyrogen fest and the bacterial endotoxins test (BET).
As its name suggests, the rabbit pyrogen test detects
endotoxin and other pyrogens, and involves measur-
ing the rise in body temperature evoked in rabbits
by the intravenous injection of a sterile solution of
the substance to be examined. Again, as its name
suggests, the bacterial endotoxins test (BET) detects
only endotoxin. The principle of the BET is that
endotoxin causes extracellular coagulation of the
blood (haemolymph) of the horseshoe crab, Limulus
polyphemus. (Levin and Bang, 19641 Although the
BET. which is also known as the Limulus amoebo-
cyte lysate (LAL) test, is gradually superseding the
rabbit pyrogen test, thousands of rabbit pyrogen tests
are still carried out each vear around the world, in
instances where the BET cannot be applied. Al-
though generally reliable, both the rabbit pyrogen
test and BET have shortcomings. The rabbit test
is costly, not quantitative and uses experimental
animals. The BET gives false negatives with certain
products, can overestimate the pyrogen content of
other products, does not detect pyrogens other
than bacterial endotoxin (LPS), such as Gram-
positive exotoxins, viruses and fungi (Dinarello et
al,, 1984 Poole e al. 1988; Ray el al. 1980,
Taktak ef al,, 1991; Fennvich et af.. 1999} and also
uses animals, albeit only as ‘involuntary’ blood
donors.

The basis of the rabbit pyrogen test is the in vivo
stimulation by exogenous pyrogens (usually endo-
toxin) of rabbit peripheral blood monocytes to
produce the endogenous pyrogens, which cause
fever. The major endogenous pyrogens are the
cytokines tumour necrosis factor o (TNFa). inter-
leukin-1 (IL-1e and TL-1p, two separate gene prod-
ucts), IL-6 and TL-8 (Dinasetlo et al.. 15¢8). Given
the shortcomings of the rabbit pyrogen test and the
BET. alternative in vitro tests for pyrogens based
upon monocyte activation have been proposed. The
basis of these ‘monocyte-activation tests’ or ‘mono-
cyte tests’ is the exquisite sensitivity to exogenous
pyrogen of human monocytes. In such tests, prod-
ucts are incubated with human peripheral blood
monocytes or, more usually, the (monocyte-contain-
ing) peripheral blood mononuclear cell fraction
(PBMNC) and the cell-conditioned media assayed
for pyrogenic cytokines {Duit and Atking, 1982
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Unfortunately, the isolation of monocytes/PBMNC
trom whole blood "is labour-intensive, time-consum-
ing, technically sophisticated, requires expensive
reagents and does not guarantee the isolation of
cells in a non-activated state. This prompted the
evaluation of various ‘monocytic’ cell lines, inclu-
ding MONO MAC 6 cells {Ziegler-Heithvook et al,,
i988Y and THP-1 cells {Ts¢ a ot al 1980;, and
various cytokine readouts {FPoole. 1989, Pocls et al.,
1O80a. by Tekiak at all 12915 Takmk er all (1491
favoured a MONO MAC. 6/IL-6 test and applied it
to therapeutic human serum albumin (HSA) that
had caused adverse reactions in recipients and detec-
ted pyrogenic contamination in the HSA that had
not been detected in either the rabbit pyrogen test
or the LAL test. Subsequently, sub-clones of the
MONO MAC 6 and THP-1 cell lines have been used
in in vitro test for pyrogens (Eperon and Jung
peron of all. 1997; Peterbauer et al. 1999, 2000;
agawa ef ol 2602
Although cell lines avoid the need to make
primary cultures of white blood cells, an in vitro
test for pyrogens utilising a monocytic cell line has a
number of disadvantages. These include: (i) the

Bl N

weeks/months required to establish, starting from a

frozen aliguot, a sufficient number of cells of suffi-
cient sensitivity (to pyrogen/endotoxin) to use in a
test. (ii) inconsistencies in the sensitivities of cells of
different passage numbers and different periods of
time spent frozen, (iii) the need to co-stimulate with
agents such as interferon-y, or vitamin D {Taktak et
al., 1801 Eperon and Jungi. 1996, Eperon et al.,
1997, Poterbaner of al, 1999, 20603, (iv) verification
of the continued presence on the cell line of the
various receptor elements (e.g. CD14 and Toll-like
receptors) necessary for the transduction of responses
to endotoxin and other pyrogens {Meuns et al,, 1999;
Ulleviteh, 1999 Takeucht et al.. 1999),

To avoid some of the disadvantages of test
systems requiring the isolation of white blood cells
or maintenance of monocytic cell lines. diluted
whole blood may be used as the source of mono-
cytes, since the monocytes in diluted whole blood
respond to pyrogen/endotoxin by releasing pyrogenic
cytokines (Desch of al, 19¥9; Finch-Arsielia and

‘
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monocyte test utilising diluted whole blood as the
source of monocytes offers the considerable advant-
age of not requiring the isolation of monocytes/white
blood cells and of culturing the monocytes in the
presence of all of the constituents of the blood with
which they usually reside. However, in common
with all of the earlier variants of the in vitro test
for pyrogens (*monocyte test’), the ‘whole-blood in
vitro test for pyrogens’ sufters from the disadvantage
of requiring two incubation steps. on two separate
plates: an incubation of monocytes (as diluted blood)
on one plate, followed by a second incubation of the
monocyte-conditioned diluted blood on the ELISA
plate used for the quantification of the cytokine
measured.

The aims of the study were to assess the vahie of
the one ‘ane-plate’ in vilro monocyte-activation test
for pyrogens to determine whether or not it offered
significant gains over the conventional ‘two-plate’
(culture plate+ELISA plate) tests in terms of its
quantification limit, robustness, speed and cost.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

The following materials were obtained from the
sources indicated. The WHO intemnational standards
for bacterial endotoxin (LPS, ampoule code 94/580,
identical to EC6 [US FDA], ot G [USP] and BRP3
[EP]), TL-1B (86/680), TL-6 (89/548), and TNF«
(87/650) were provided by WIBSC. The specific
activities of these standards are endotoxin: 10000
IU (international units)=10000 EU (endotoxin
units, FDA/USP)=1 ng E. coli endotoxin/vial, TL-
13: 100000 TU/1 pg/fampoule, TL-6: 100000 TU/1
pg/ampoule, TNFa: 40000 TU/1 pg/ampoule.
Matched pairs (for ELISA) of monoclonal antibodies
(MAbs) to human TL-1B3 and to human IL-6 (R&D
Systems). Fragmin (Dalteparin, 10000 TU/ml, Phar-
macia). Anti-human TNFa monoclonal antibody
(MAD) 1014 and sheep anti-TNFa serum were a
gift from Dr. T Meager, Division of Immunobiology,
NIBSC. -
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2.2 Consumables

Dynex PF microtiter ‘flat bottom’ styrene 96-weli
plates (#9305 Dynex Tech.); Dynex PF microtiter
‘U-bottom’ styrene 96-well plates (#2305); Dynex
(non-PF) PVC microtiter ‘U bottom® 96-well plates
(#2401); Falcon Microtest tissue culture plate 96-
well (#353072); Falcon Microtest I flexible 96-well
assay plates (#3911, Beckton Dickinson Labware:
353072); Nunc-Immuno (non-PF) 96-well plates;
centrifuge tubes (Falcon 2070 Blue Max); DEAE
Trisacryl M. Dulbecca’s phosphate buffered saline
(Sigma, D-703); cell culture grade glycine (G-6388);
hydrochloric acid, 0.1 M, sterile-filtered (Sigma, H-
9892), cell culure grade polyoxyethylene-sorbitan
manolaurate (Tween 20, P-2287); cell culture grade
sucrose (S-1888); cell culture grade trehalose dihy-
drate (T-0167. Sigma Chemical); Gyrocent-L protein
concentrators {Triple red Lab. Tech.. #1433400);
Nalgene cryogenic vials (#5000-0020); RPMI-1640

" (GIBCO, Life Technologies), prepared sterile and

pyrogen-free; sterile HSA (a dilution to 1% of
clinical grade TISA, 4.5% w/v. Blood Products
Laboratory, Elstree, Herts); pyrogen-free, sterile
water for irrigation and 0.9% w/v NaCl (Baxter
Healthcare). Other reagents/materials were purchased
as sterile and pyrogen-free and glassware baked at
250 °C for 1 h.

2.3. Preparation of pyrogen-free anti-cytokine anti-
bodies

Anti-TL-6 polyclonal antibodies were purified from
a goat-anti-TL-6 serum by affinity chromatography on
TL-6 {Tektak er al.. 1991} using pyrogen-free wash
buffer and elution buffer. The fractions were neutral-
ised with pyrogen-free 1M sodium bicarbonate. The
antibodies were concentrated on a Gyracent-L centri-
fugal concentrator, Pyrogen-free biotinylated anti-TL-6
antibodies were prepared and purified as described
previously {Taktak et al., 1991) except that pyrogen-
free buffer was used. HRP-Iabelled anti-TL-6 antibod-
ies, anti-TNFa monoclonal antibody (MAb) 101-4
(Meager et al., 1987), purified by FPLC. and sheep
polyclonal anti-TNFa IgG (purified by HPLC or on
DEAE Trisacryl M, Sigma) were made pyrogen-free
using End-X (Associated of Cape Cod, USA). The
solutions of pyrogen-fiee antibodies contained <0.03
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EU (=TU)yml of endotoxin contamination as measured
in a LAL test.

2.4. Preparation and stabilisation of 96-well plates
(pre)eoated with pyrogen-fiee anti-cvtokine antibod-
fes

Non-sterile plates were rinsed extensively with
pyrogen-free PBS. Ninety-six well plates of each type
(see above) were coated with pyrogen-free anti-cyto-
kine antibodies: goat anti-human TL-6 polyclonal anti-
bodies, MAb 1014 against human TNFa (1 pg/ml, in
either sterile PBS. pH 7.4, or sodium bicarbonate
buffer, pH 8.2-9.6. 100 pl/well, +4 °C, ovemight).
Plates were washed twice with sterile PBS+0.1%
Tween 20, then once with sterile PBS (without Tween).
When the plates were not required immediately, a
blocking/glazing solution (100 pl/well of either sterile
trehalose, 2% +sterile HSA, 1% or sterile sucrose,
5% +sterile HSA, 19%) was added for 1 h at room
temperature. After 1 h, the blocking/glazing solution
was carefully decanted and the plates were air-dried in
a Class I ‘sterile’ cabinet for at least 4 h (usuvally
overnight), sealed in plastic bags and stored at 4 °C,

2.5. :Col[ecn'on of blood

Twenty blood donors were included in the study.
Seven were male and thirteen were female. The ages
of the males ranged from 27 to 47 yvears with a mean
of 36 years. The ages of the females ranged from 23 to

49 years with a2 mean of 34 years. All of the donors

appeared to be in good health. None were taking
NSAIDs. immunosuppressants. glucocorticoids or
any other drugs known to influence the production

of cytokines. Using a 20-ml syringe and a 21-gauge -

needle, 2—10 ml blood was drawn from the median
cubital or cephalic vein of the left or right amm of
donors and transferred immediately into 50 ml sterile,
pyrogen-free centrifuge tubes (Falcon 2070 Blue
Max) containing sufticient heparin (Fragmin, 10000
TU/ml, Pharmacia, diluted 1/10 with sterile. pyrogen-
free saline) to give a concentration of 10 TU/ml in the
blood. The blood was collected in the morning, held at
room temperature and uwsed within 1 h (typically 30
min) of its collection. The duration of short-term
bload storage does not significantly affect TL-6 release
(Sching 21 al.. 19986},
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2.6. Isolation of PBMNC and culture of PBMNC und
MONO MAC 6 and TIHP-1 cells

Isolation of PBMNC and culture of PBMNC.
MONO MAC 6 and THP-1 cells were as described
previously (Takiak of ai. 1991). Counts of viable
cell numbers were made by taking an aliquot of 100
pl of a cell suspension and adding 850 pi RPMT and
50 ut 0.4% w/v Trypan blue solution. The number of
viable cells in this solution was counted using a
haemocytometer. This procedure is described in
detail in the Sigma (Biochemical and Reagents For
Life Science Research) Catalogue 2000/2001. pp.
1848-1849.

2.7. Proracol for ‘two-plate’ in vitro test for pyrogens
using PBMNC., MONO MAC 6 or THP-1 cells

Cultures (250 pl) were set up in quadruplicate
using 96-well plates. The 250 pl volume comprised:
samples/standards diluted in RPMI containing 2%
AB serum (125 ul) and cells at an initial concen-
tration of two million cells/ml in RPMI containing
2% AB serum (125 pl), giving a final concentration
(in the welis) of one million cells/ml. The contents of
the wells were mixed by swirling gently (without
cross-contaminating wells) and incubated without
vibration (to allow the cells to settle) at 37 °C for
2-24 h in an atmosphere of 5% CQ; in air. At the
end of the tissue culture incubation, the cell-condi-
tioned culture medium above the cells was made
homogeneous by aspirating and expelling 100 pl
three times before transferring 100 pl aliquots of
the medium from each of the wells of the tissue
culture plate into the corresponding wells of the
ELISA plate. Aliquots were taken for ELISA deter-
minations of TL-6 (Taktak et al, 1991, or using a
matched pair of MAbs to human TL-6 from R&D
Systems, both assays giving similar results). TNFw
{(Meager et al., 19871, IL-1p (ELISA developed using
the antibodies described by Rafferty et al., 1921, or
using a matched pair of MAbs to human TL-13 from
R&D Systems, or an IL-13 ELISA kit kindly pro-
vided by DPC Biermann, all of which gave similar
results). All of the ELISAs employed detected 62.5
pg/ml cytokine or less and showed good regression
on dose over the range 62.5-1000 pg/ml, with CVs
of the order of 7-10%.
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2.8, Protocol for ‘two-plate’ in vitro test for pyrogens
using human whole blood

Cultures (250 ply of 20% human whole blood were
carried out in quadruplicate using 9G-well plates. To
distribute cells evenly throughout the blood, the
blood donation was swirled gently prior to the with-
drawal of aliquots (3 ml) into a smaller tube (7 ml)
tfrom which aliquots (50 pl) were taken for addition to
the culture plate. The additions per well were: RPMT
(75 ). blood (50 pl). endotoxin sample/standard in
RPMI or saline (125 ul). The contents of the wells
were mixed by swirling gently (without cross-con-
taminating wells) and incubated without vibration (to
allow the cells to settle) at 37 °C for 2—24 h in an
atmosphere of 5% CQO,; in air. At the end of the tissue
culture incubation, 100 pl aliquots of clear super-
natant from each well were carefully transferved into
the corresponding wells of the ELISA plate. Aspira-
tion of cells was avoided by supporting the assay
plate such that it sloped down at an angle of about
45° from columns ! to 12. The ELISAs were as
described above in Section 2.7.

2.9. Protocol for ‘one-plate’ in vitro test for pyrogens
using PBMNC, MONQ MAC 6 or THP-1 celis

Cultures (250 pl) were carried out in quadruplicate
using 96-well plates previously coated with pyrogen-
free anti-TL-6 antibodies. The 250 p! volume com-
prised: samples/standards diluted in RPMT containing
2% AB serum (125 pl), pyrogen-free biotinylated
anti-IL-6 antibodies (10 ul). cells at an initial con-
centration of two million cells/ml in RPMT containing
2% AB serum (113 ul), giving a final concentration
(in the wells) of one million cell¢/ml. The contents of
the wells were mixed by swirling gently (without
cross-contaminating wells) and incubated without
vibration (to allow the cells to settle) at 37 °C for
2-24 h in an atmosphere of 5% CQO; in air. At the
end of the incubation, cultures were aspirated and
discarded (in accordance with local safety proce-
dures) and plates were washed four times with
wash/dilution buffer (Tskizk ¢t al.. 1891} Subsequent
steps were as described previously (Takisk et al.,
19213, Briefly, avidin-HRP (in 100 pl) was added
for 15 min at room temperature. OPD (in 100 pl) was
added for 10—-20 min (until sufficient colour devel-
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oped). 1 M HaSOy (130 pliwell) was added to stop
the reaction. Optical densities were read at 490 nm. In
some experiments, HRP-labetled anti-TL-6 antibodies
were substituted for biotinylated anti-IL-6 antibodies
to eliminated the avidin-HRP .step and so reduce the
number of steps required for the ELISA. The ELISA
for IL-6 detected 62.5 pg/ml cytokine or less and
showed good regression on dose over the range
62.5-4000 pg/ml, with CVs of the order of 7—10%.

2.10. Prorocol for ‘one-plate’ in vitro test for
pyrogens using humun whole blood

Cultures (250 ul) ot 20% human whole blood were
carried out in quadruplicate using 96-well plates
previously coated with pyrogen-free anti-cytokine
(TL-6 or TNF«) antibodies. To distribute cells evenly
throughout the blood, the blood donation was swirled
gently prior to the withdrawal of aliquots (5 ml) into a
smaller tube (7 ml) from which aliquots (50 ul) were
taken for addition to the culture plate. The additions
per well were: RPMI or saline (65 pl), blood (50 pi).
biotinylated anti-cytokine (IL-6 or TNFa) antibodies
(10 pi) and endotoxin sample/standard in RPMTI or
saline (125 ul). The contents of the wells were mixed
by swirling gently (without cross-contaminating wells)
and incubated without vibration (to allow the cells to
settle) at 37 °C for 2—24 h in an atmosphere of 5%
CO; in air. The steps following the incubation were as
described above in Section 2.9. The ELISAs for TL-6
and TNFa detected 62.5 pg/ml cytokine or less and
showed good regression on dose over the range 62.5—
4000 pg/ml, with CVs of the order of 7—10%.

3. Results

All of the different plate types used in the one—
plate assays, e.g. ‘flat bottom’, ‘U-bottom’. styrene
and PVC gave similar results. Similarly, the different
coating/blocking buffers gave similar results.

3.1. Comparison of one-plate and rwo-plate tests for
pyvrogens using PBMNC/IL-6

Stimulation of PBMNCs (10° cells/ml) with endo-
toxin (LPS, 0-0.25 EU/ml=0-25 pg/ml) for 4 h
evoked the dose-dependent release of immunoreactive

g%
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TL-6 into the PBMNC-conditioned medium (¥ 3
With the one-plate format. the endotoxin—~IL-6 dose—
response curve was steeper and the limit of detection
(0.015 EU/ml) lower than with the two-plate format
(0.03 EU/m1). The limit of detection was calculated as
3.3 % the standard deviation of the response divided
by the slope of the calibration curve, as described in
the ICH Harmonised Tripartite Guideline, Validation
of’ Analytical Procedures: Methodology, 1996 (hitp:#;
smceiurenet comEMEA L PDFS/Q2a.pd). Stimu-
lation of cells for 24 h gave similar results except that
the TL-6 values were increased approximately two-
fold (data not shown).

3.2. Comparison of one-plute and two-plate tests for
pyrogens using monocytic cell lines

Stimulation of MONO MAC 6 cells (10° cells/mi)
with endotoxin (LPS, 0—0.8 EU/ml=0-80 pg/ml) for
24 h evoked the dose-dependent release of immunor-
eactive IL-6 into the cell-conditioned medivm (Fig. 23,

20004
1500

1000+

IL-6 (pg/mi)

5004

LPS (EU/mI)

Fig. 1. Comparison of ‘one-plate’ (filled columns) and “two-plate’
(open columas) in vitro tests for pyrogens using PBMNCs (10°
celisiml) stimulated with endotoxin (LPS, 0-~0.25 EU/mil=0-25
pe/ml) for 4 h. Valucs for IL-6 are means of quadruplicu-
tcs & S.E.M. The experiment is representative of three independent
experiments. cach using PBMNCs from a different donor.

. 4A11950A | >

10000 4

£
S 1000 A
£
w0
=
100 A
62.5 & T————
< wy w — [N < e
N 2 & o o o
? o
o
LPS (EU/ml)

IFig. 2. Comparison of *onc-plate’ and ‘two-plate” in vitro tests for
pyrogens using MONO MAC 6 cells and THP-1 cells. Release of
IL-6 by MONO MAC 6 cells (circles) and THP-1 cells (triangles)
stimulated with endotoxin (LPS, 0-0.8 EU/ml=0-80 pg/m!) using
either the “one-plate” format (filled symbols) or the ‘two-plate”
format (open symbols). Values for IL-6 arc means of quadruplica-
tes £ S.E.M. The experiment is representative of three independent
experiments, cach using cells of a different passage number.

With the one-plate format, the endotoxin—IL-6 dose—
response curve was steeper and the limit of detection
(0.05 EU/ml) lower than with the two-plate format (0.1
EU/ml). Similar results were obtained with THP-1
cells: stimulation of THP-1 cells (10° cells/ml) with
endotoxin (LPS, 0—0.8 EU/mI=0-80 pg/m!) for24 h
evoked the dose-dependent release of immunoreactive
TL-6 into the cell-conditioned medium (Fig. 23. Again,
with the one-plate format, the endotoxin—IL-6 dose~
response curve was steeper and the limit of detection
(0.1 EU/ml) lower than with the two-plate format (0.2
EU/mI).

3.3. Release of TNFa, IL-1f and IL-6 by whole blood
(20%%) stimulutied with endotoxin in a two-plate test

Stimulation of whole blood (diluted 1/5 to 20%
with saline) with endotoxin (LPS, 0-4 EU/ml=0-
400 pg/ml) for 4 h evoked the release of immunor-
eactive TNFa, TL-1, and TL-6 into the blood (Fig. 3;.

£
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Fig. 3. Release of cytokines by whole blood stimulated with
cndotoxin {LPS) in a onc-plate test. Release of IL-1(3 (squarcs),
TNFa (triangles), and 1L-6 (circles) by whole blood (diluted 1/5 to
20% with RPM]I) stimulated with endotoxin (LPS, 0—4 EU/mi=0—
400 pa/mi) for 4 h. Valucs for cytokines are means + S.F.M.s of six
independent experiments, each using blood from a different donor.

The responses for each cytokine were dose-dependent
and the relative concentrations of the cytokines (pg/
ml) released for a given dose of endotoxin had the
relation JL-6>TNFo>IL-1B. A similar pattern of
cytokine release was obtained with 24-h stimulation
with endotoxin (data not shown).

3.4. Compurison of one-plate and tvo-plate whole
blood tests for pyrogens with IL-6 as the readout

Stimulation of human whole blood (diluted 1/5 to
20% with saline) with endotoxin (LPS, 0-4 EU/
ml=0-~400 pg/ml) for 4 h evoked the dose-dependent
release of immunoreactive TL-6 into the blood (Fig.
4). With the one-plate format, the endotoxin—IL-6
dose~response curves were steeper and the limit of
detection (0.03 EU/ml) lower than with the two-plate
format (0.06 EU/ml).

3.5. Comparison of one-plate and two-plate whole

. blood tests for pyrogens with TNFe as the readout

Stimulation of human whaole blood (diluted 1/5 to
20% _ with saline) with endotoxin (LPS, 0-4 EU/
ml=0-400 pg/ml) for 2 h evoked the dose-dependent
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Fig. 4. Comparison of *one-plate” and ‘two-plate” whole blood tosts
for pyrogens with JL-6 and TNFx as the readouts. Release of 1L-6
(circles) and TNFa (triangles) by whole blood (diluted 1/5 to 20%
with saline} stimulated with endotoxin (LPS, 0—4 EU/mi=0-400

2/ml) for 2 h (TNFa) or 4 h (1L-6) using cither the ‘one-plate’
format (filled symhols) or the "two-plate™ format (open symbols).
Values for TNFa and IL-6 are means of quadruplicates £ S.1EM.
The experiment is representative of three independent experiments.,
each using blood from 2 different donor.

release of immunoreactive TNFa (Fig. 4). With the
one-plate format, the endotoxin—TNFa dose—re-
sponse curve was steeper and the limit of detection
(0.03 EU/ml) lower than with the two-plate format
(0.06 EU/ml).

3.6. Spike recoveries for IS4 spiked with endotoxin

Spike recoveries (%) for LPS (2.5 EU/ml) added to
HSA (4.5%) and diluted 1/10 for testing with whole
blood (20%, 4-h culture) are given in Tabic 1. In two-

Table |
Spike recoveries (95) for LPS added to HSA (4.5%) and diluted 1/10
for testing with whole blood (20%. 4-h culture)

Test type Readout  LPS spike (EU/ml)  Spike recovery %

Two-platc . TNFw 25 73+6 (n=11)
Two-platc (L~} 25 49 £ 13 (n=6)
Two-plate  [L-6 2.3 6448 (n=13)
One-plate [L-6 23 S7+13(n=3)

Values arc means + S.E.M.

o
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plate tests with TNF« as readout, LPS spike recovery
was 73 £ 6%, compared with 64 + 8% with TL-6 as
the readout and just 49+ 13% with TL-Ip as the
readout. Tn one-plate tests with TL—6 as readout, spike
recovery increased markedly to 87 £ 13%.

4. Discussion

In the 20 yeurs since an in vitro test for pyrogens
(‘monocyte test’) was first suggested (Duff and
Atking, 1682}, several different test systcms have been
described. The sources of monocytes/monocytic cells
have included purified monocytes, PBMNC, mono-
cytic cell lines and diluted whole blood and the
chosen readouts have included TNFeq, TL-1p, IL-6,
and neopterin (reviewed by Poolz and Geines Das,
264 ). With monocytes, PBMNC and monocytic
cells, the preferred readout is usually TL-6 because
[L-6, unlike TL-13 and TNFe, is secreted entirely into
the cell-conditioned medium in large quantities,
thereby permitting its complete estimation {(Paole ef
al.. 198Ga.b; Taktak et al, 1991}, In contrast to TL-6,
immunoreactive TNFa and IL-1p remain largely
intraceltular, raising the possibility that test prepara-
tions:affecting celi-permeability might be more likely
to interfere in the tests with (immunoreactive) TNFa
or TL-10 as the readout, rather than JL-6. Also. certain
pro-inflammatory bacterial components stimulate the
production of IL-6 but not TNF« and IL-1{ {Reddi at
al.. 1996),

Tn a recent study using whole blood (Nakagewe et
al.. 20023, it was reported that the structurally diverse
pyrogens endotoxin, peptidoglycan, Staphyvlococcus
aureus Cowan 1 and poly(1.C) all stimulated the
release of more IL-6 than either TNFa or IL-1p
(values given in pg/ml). Moreover. IL-6 was induced
by lower concentrations of each pyrogen than were
required to induce TNFeo and IL-1f3. Consistent with
these data, the concentrations of IL-6 detected in
peripheral blood following administration of endo-

toxin in man were greater than the concentrations of

TNFa and IL-1p (Loheshi and Rothwell, 1996;
Brounsgaard et ai., 39, Sufireding o al, 1999,
Indeed, there is good evidence to suggest that IL-6
is the principal circulating endogenous pyrogen in
man (Dinaretio, 1999} and experimental animals
Dmnaretlo ef al., 1999; Cartmell et al., 2000) and best

-~

L

concldtes wnh pyl(wcnlc activity in the blood (Roth-
) : 2f, 1004 Raothvwel
' =3~p$ et al,
900 Dinarglio, 1999). The pyrooemc actwltv of
T'NFoz and TL-1 appears to be ldruely IL-6-dependent
H toand Rothwell, 1996

Zetterstrom et al

“ Cdl’tmell et dl 2000).

erh IL-6 as the readout, the one-plate format
offered a lower limit of detection than conventional
two-plate assays. With PBMNC. the limit of detection
was 0.015 EU/m] even when the duration of the cell
culture was just 4 h, and limits of detection of 0.05
and 0.1 EU/ml were obtained with the monocytic cell
lines MONO MAC 6 and THP-1, respectively, with
cell cultures of 24-h duration. The advantage of these
lower limits of detection is that they permit larger
dilutions of test samples to overcome interference by
the samples in the test.

The use of (diluted) human whole blood as a
saurce of monocytes has been described by a number
of groups, including T¥esch et al., 1989; Finch-Arietia
and Cochran, 1961, Nerad ot al., 1992, Do Groote e
al.,, 1992; Hartong and Wendel, 1998; Sching et ol
1996, Pool et zl.. 1998; Fanuwich et ab., 1999, Jahnke
et al., 2000; Nakagaws 21 al, 2002, The major differ-
ences between the different protocols utilising whaole
blood are the cytokine chosen as the readout (meas-
ured variable), the duration of the blood culture, and
the inclusion/omission of interferon-y as co-stimulus
(priming agent). The preferred readout is TL-13 {Har-
rung and Wendel, (995, Fennrieh e al, 1999 Jahnke
et al., 2000) or IL-6 {Poal et al.. 1998; Nakagawa et
al., 2002}, although TNFa also would appear to be
suitable {(Desch et al.. 1985 Finch-Arietta and
Cochran, 19911 De Groote ot al., 1992; Hartuny and
Wendel, 1896). The duration of incubation is deter-
mined to some extent by convenience but also by the
choice of readout. A short (4 h) incubation of (diluted)
blood with a very large dose of endotoxin (10 pg/ml)
stimulated the production of TL-13 (and TNFa),
whereas a longer incubation (24 h) of (ditured) blood
was required for much smaller doses of endotoxin (1
pg/ml and above) to stimulate the production of TL-1p
(and TNFo, Hartung and Weadel, 1688). A lengthy
incubation (18 h), in the presence of interferon—y, was
also favoured when TL-6 was the readout (Pool ef at.,
1998y

N
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In the present study. the concentrations of cyto-
kines {pg/ml) produced by (diluted) whole blood
stimulated with endotoxin for 4-24 h had the rank
order TL- 6.—TNI'LVTL-IL’ consistent with the recent
study of'! . £20023. Also consistent with
the data of thc Jdpanese moup was the finding that IL-
6 was induced by smaller concentrations of LPS than
was required to induce TNFo and IL-1[3. To ensure
that the values for TL-13 were not being underesti-
mated. measurements were made using three inde-
pendent ELISA systems, all of which gave similar
results. Regarding the recovery of an endotoxin spike

2.5 EU/ml in HSA (4.5% w/v), the best endotoxin
spike recoveries in two-plate assays using whole
blood (20%. 4 h) were obtained with TNF«a as read-
out, followed by TL-6 and IL-1{. In 4-h whole blood
tests with 1L-6 as readout, the one-plate format offered
a useful improvement in endotoxin spike recovery
(from 64% to 87%) for the endotoxin spike of 2.5 EU/
ml in HSA.

The rabbit pyrogen test can be completed in less
than 4 h, whereas a ‘two-plate’ in vitro test for
pyrogens involves a 4-h incubation of monocytes/
monocytic cells and product followed by an ELISA
requiring a second incubation of cytokine on the
capture antibody. Since the in vitro test for pyrogens
1s intended as a replacement for the rabbit pyrogen
test, we sought to develop a version of this test, the
‘one-plate’ test, that could be completed in about the
time takento cany out a rabbit pyrogen test. The one-
plate test utilises pyrogen-free anti-cytokine (IL-6 or
TNFa) antibodies (Ab) coated and stabilised onto
(pyrogen-free) 96-well plates. Diluted blood. endo-
toxin standard/sample and (pyrogen-free) biotinylated
Ab are cultured together (usually for 2—4 h, depend-
ing upon the readout) on the Ab-coated plate and then
the plate is washed and the ELISA completed. There
is no transfer from one plate to another and no
(further) incubations of (released) cytokine with, first,
coating Ab and. then, developing Ab since these steps
have already taken place during the initial culture. The
one-plate in vitro test for pyrogens with whole blood
as the source of monocytes and TL-6 as the readout
can be carried out in S h fromn the time when the blood
is drawn and, with TNF« as the readout, in just 3 h.

With TL-6 as the readout, there is a 4-h culture of

blood + product and with TNFaq, this can be reduced
to 2 h.

A4411950A__ | >

Tn addition to improved robusiness {endotoxin
spike recovery). the one-plate format also offered
improvements in the limit of detection with whole
blood as the source of monocytes. With whole blood/
TL-6/4 h and whole blood/TNF/2 h combinations, the
limit of detection was 0.03 EU/ml. With TL-6 as the
readout, the improved limit of detection of the one-
plate format is likely to be a consequence of the
removal/neutralisation of T1L-6 (as it is produced) by
the capture Ab and second Ab. In monocytes. endo-
toxin-stirnulated TNFa and TL-1p stimulate the pro-
duction of TL-6, which inhibits further production of
TNFa and TL-1§ (Schindler et al. 1990; Conse-
quently, the removal/neutralisation of the IL-6 re-
moves the negative feedback exerted by the released
[L-6, which leads to the production of more TNF«
and IL-1B, which stimulate the production of more
IL-6. With TNF« as the readout, the improvement
may be a consequence of the capture by the anti-
TNFa (coating) antibody (on the plate) of monocytes
expressing the transmembrane form of TNFa (Crell at
al., 19953, pennitting the measurement of both cell-
associated and released TNFa.

TNFa has an advantage as the readout in a one-
plate test for pyrogens because of the shorter incuba-
tion time required for its release (2 vs. 4 h for IL-6).
This makes the TNF readout particularly suitable for
‘in process’ pyrogen testing. However, the choice of
IL-6 as the readout, in addition to the advantages noted
above, has the advantage, with whole biood as the
source of monocytes, to ‘screen out’ donors not in
good health who may have aberrant responses. Blood
cultures in the absence of added endotoxin contained
concentrations of immunoreactive TNFa and IL-1(3
close to or below the detection limits of the ELISAs
used to detect them. In contrast, concentrations of
immunoreactive TL-6 were detectable in these cultures.
For healthy donors, concentrations of immunoreactive
IL-6 were below 200 pg (20 TUYml (typically 50 pg/mi
or less) but in donors who had recently recovered from
minor viral or bacterial infections basal (i.e. unstimu-
lated), concentrations of TL-6 sometimes exceeded 200
pg/ml and responses to added endotoxin were gener-
ally smaller for a given dose of endotoxin than for the
blood of healthy donors (Poole, unpublished data),
These findings accord with reports that plasma con-
centrations of immunoreactive TL-6 (unlike those of
TNF« and TL-1[3) are likely to be increased in indi-
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viduals not in good health (Buck ei i, 1994 Lin and
Huang., 6951 Consequently. the
choice of TL-6 as the measured variable for a test using
whole blood as the source of monacytes permits the
identification and ‘screening out” (albeit retrospec-
tively) of donors who arc not in good health, even
though they may feel well enough to serve as a blood
donor for the test. Based on the data collected for this
study, a ‘cut-off” value of 200 pg (20 TUYml for basal
(unstimulated) immunoreactive TL-6 release is pro-
posed for the rejection of test data.

The one-plate format will facilitate both the accept-
ance and automation of the in vitro test for pyrogens.
While the pyrogens that contaminate parenteral
medicinal products are almost invariably endotoxins,
which rapidly stimulate cytokine production, some
‘non-endotoxin’ pyrogens can take longer to stimulate
cytokine production {Fenarich ot al.. 1999; Hartuny et
al., 20011 Although these non-endotoxin pyrogens
are unlikely contaminants of parenteral medicinal
products, a culture of longer duration than 4 h may
be required to ensure freedom from contamination
with ‘non-endotoxin’ pyrogens. However, even for

. S e . H £y
1968 Ofo e F OO0

_tests requiring a >4-h culture, many of the advantages
-(robustness, improved limit of detection, convenience,
. cost) of the one-plate format will still apply. The next

challenge for scientists working in this area is to find
an alternative to assays requiring human blood, which
has the disadvantage of requiring laboratory workers
to coliect and work with a material that may contain
infectious agents, and to cell lines that, starting from 2
frozen aliquot, can require weeks/months to be suit-
able for use in a test.
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MONOCITOS, CAPAZ DE DETECTAR EN MEJOR
FORMA CONTAMINANTES PIROGENICOS DISTINTOS
DE ENDOTOXINA EN PRODUCTOS MEDICOS

DECLARACION BAJO 37C.F.R. 1.132 DE STEPHEN POOLE

Yo, Stephen Poole, declaro por el presente lo siguiente:

1. Soy co-inventor de la solicitud de patente en cuestion. Actualmente
soy Director de las Secciones de Medicinas Parenterales del Grupo de Bioterapéutica del
Instituto Nacional para Normas Bioldgicas y Control - Parenteral Sections Leader of the
Biotherapeutics Group of the National Institute for Biological Standards and Control
(NIBSC). He escrito mas de 200 articulos aparecidos en revistas cientificas. Mi hoja de

vida se adjunta al presente como Anexo A.

2. Soy co-autor del articulo aparecido en una revista cientifica titulado
"Una prueba répida in vitro con 'una sola placa' para pirégenos", que se publicod en el
Journal of Immunological Methods (Revista de Métodos Inmunolégicos) Vol. 274 (2003):
209-220 (una copia del cual se adjunta al presente como Anexo B; en adelante "Poole et
al."). Poole et al. describe un anélisis de deteccion de pirdgenos basado en ELISA, en el
cual placas de 96 pocillos, libres de pirdgenos, recubiertas con anticuerpos anti-citocina

libres de pirdgenos o anticuerpos especificos para mediadores enddgenos de la respuesta



inflamatoria, se usan conjuntamente con monocitos. En este andlisis, una muestra de prueba
se pone en contacto con los monocitos y, si la muestra de prueba incluye un pirdgeno, una
citocina o mediador endégeno se libera por los monocitos y, seguidamente, se une a los
anticuerpos en la superficie de la placa. La citocina o mediador enddgeno ligado al

anticuerpo se detecta posteriormente en el analisis.

3. En los experimentos descritos en Poole et al., se empled en el
andlisis una variedad de placas de microtitulacion, incluyendo placas de microtitulacion de
96 pocillos, de estireno, con 'fondo plano’, Dynex PF, placas de microtitulacion de 96
pocillos, con 'fondo en U', libres de pirogenos (PF — pyrogen-free), Dynex, placas de
microtitulacion de 96 pocillos, de carbonato de polivinilo (PVC), con 'fondo en U', (no
libres de pirégenos — non-PF), Dynex, placa de cultivo de tejido Falcon Microtest de 96
pocillos, placas de andlisis flexibles Falcon Microtest III de 96 pocillos, y placas Nunc-
Immuno (no libres de pirégenos) de 96 pocillos. No obstante, ninguno de los experimentos
descritos en Poole et al. incluia el uso de las placas de microtitulaciéon con pocillos que
tenian un recubrimiento de polipropileno o placas que estaban hechas enteramente de

polipropileno.

4, Los resultados de Poole et al. demostraron que ni la forma ni el
recubrimiento o composicioén de los pocillos de las placas de microtitulacién utilizadas en
el analisis tuvieron un efecto sobre la capacidad del andlisis de detectar pirdgenos.
Comunicamos este hallazgo declarando (en la pagina 213, primer parrafo de la seccién
Resultados de Poole et al.): "Todos los diferentes tipos de placas usados en los analisis con
una sola placa, v.g., de 'fondo plano', 'fondo en U, estireno y PVC arrojaron resultados

similares."

5. Luego de la publicacién de Poole et al., y antes de la fecha de
prioridad de la solicitud de patente en cuestion, llevamos a cabo un anélisis de deteccion de
pirdgenos similar al descrito en Poole et al., pero modificamos el analisis, de manera que se
utilizaran placas de microtitulacion de polipropileno con pocillos no planos. El uso de las
placas de microtitulacién de polipropileno con pocillos no planos significé una mejora

significativa para la deteccion indirecta de pirdégenos distintos de endotoxina. La mejora
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significativa se evidencia, por ejemplo, por la mayor diferencia en la deteccion de IL-6
ligada a anticuerpo especifico de IL-6 (como se representa por la absorbancia a 450 nm)
observada entre los controles positivos y negativos con Extraneal, cuando se utilizaron
pocillos no planos de polipropileno en el analisis (Figura 12A de la solicitud), comparados
con la diferencia entre los dos controles cuando se emplearon pocillos planos de
poliestireno en el analisis (Figura 12B de la solicitud). Dado que ni la forma ni el
recubrimiento o composicién de los pocillos de las placas de microtitulacion usadas en el
andlisis arrojaron una diferencia en los estudios descritos en Poole et al., no esperdbamos
que el uso de placas de microtitulacion de polipropileno con pocillos de fondo no plano
aportaria tal mejora en la capacidad del andlisis de detectar pirdgenos distintos de

endotoxina.

6. Declaro que todas las afirmaciones hechas aqui de mi propio
conocimiento son verdaderas y que se considera que todas declaraciones hechas en mi leal
saber y entender son verdaderas; y, ademads, que estas declaraciones se hicieron con el
conocimiento de que declaraciones falsas deliberadas y similares se pueden penalizar con
multa o prisién, o ambas, bajo la Seccién 1001 del Titulo 18 del Codigo de los Estados
Unidos, y que tales declaraciones falsas deliberadas pueden poner en peligro la validez de

la solicitud identificada mas arriba o cualquier patente que se expida con base en ella.
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Stephen Poole

Fecha: 12 de enero de 2010
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Extracto

Se describe una prueba rapida de activacién de monocitos con 'una sola placa' para detectar pirégenos de
endotoxina y distintos de endotoxina en productos medicinales parenterales. La prueba con una sola placa ofrece ventajas
ttiles sobre las pruebas convencionales con 'dos placas’ (placa de cultivo celular + placa ELISA) en términos de su limite
de deteccién, robustez y costo. La prueba con 'una sola placa' es susceptible de aplicarse a una amplia gama de productos
porque deja menos tiempo para la interferencia del producto en la prueba. La prueba con 'una sola placa' utiliza
anticuerpos (Ab) anti-citocina (interleucina (IL)-6 o factor o de necrosis tumoral (TNFa)), libres de pirdgenos, esparcidos
y estabilizados sobre placas de 96 pocillos (libres de pirdgenos). Monocitos/células monociticas, estdndar o muestra de
endotoxina (lipopolisacaridos, LPS) y segundos Ab (etiquetados) (libres de pirdgenos) se cultivan juntos (usualmente
durante 2-4 horas) en la placa recubierta con Ab y luego se lava la placa y se completa el ELISA. No hay transferencia de
una placa a la otra ni incubaciones (adicionales) de citocina (liberada), en primer lugar, esparciendo el Ab y, luego,
desarrollando el Ab, puesto que estos pasos ya han tenido lugar durante el cultivo celular inicial. La prueba rapida, con
'una sola placa' se automatiza facilmente. La lectura preferida es IL-6, que arroja un limite de deteccion de 0,015 unidades
de endotoxina (EU - endotoxin units)/ml con célula mononuclear de sangre periférica (PBMNC - peripheral blood
mononuclear cell), 0,03 EU/ml con sangre entera diluida y 0,05 EU/ml con una linea de células monociticas (MONO
MAC 6).

* 2002 Elsevier Science B.V. Reservados todos los derechos.
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1. Introduccion

Se requiere que los productos farmacéuticos parenterales
estén libres de contaminacién pirogénica. Aunque un pirégeno

puede definirse como cualquier sustancia que produce fiebre, los
pirdgenos de interés para la industria farmacéutica son las
endotoxinas bacterianas (lipopolisacaridos, LPS) de bacterias
gram-negativas, puesto que son las endotoxinas las que mas
frecuentemente  contaminan los  productos  medicinales
parenterales (Mascoli and Weary, 1979a,b,). Actualmente una de
las pruebas de la Farmacopea para la deteccion de contaminacion
pirogénica se aplica a productos medicinales parenterales. Estas
son la prueba de pirdgenos en conejos y la prueba de endotoxinas
bacterianas (BET — bacterial endotoxins test). Como su nombre lo
sugiere, la prueba de pir6genos en conejos detecta la endotoxina y
otros pirégenos, ¢ implica mediar ¢l aumento en la temperatura
corporal provocada en conejos por la inyeccion intravenosa de
una solucion estéril de la sustancia a examinarse. Nuevamente,
como su nombre lo insintia, la prueba de endotoxinas bacterianas
(BET) detecta inicamente endotoxina. El principio de la BET es
que la endotoxina produce coagulacién extracelular de la sangre
(hemolinfa) del cangrejo herradura, Limulus poliphemus, (Levin
and Bang, 1964). Aunque la BET, que se conoce también como la
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prueba de lisado de amebocitos de limulo (LAL — Limulus
amoebocyte lysate), esta sustituyendo gradualmente a la prueba de
pirbégenos en conejos, miles de pruebas de pirdgenos en congjos
se llevan aln a cabo cada afio alrededor del mundo, en casos en
los cuales no puede aplicarse la BET. Si bien generalmente
confiables, tanto la prueba de pir6genos en conejos como la BET
presentan deficiencias. La prueba en conegjos es costosa, no
cuantitativa y utiliza animales experimentales. La BET arroja
falsos negativos con ciertos productos, puede sobreestimar el
contenido de pirégenos de otros productos, no detecta pirégenos
distintos de endotoxina bacteriana (LPS), tales como exotoxinas
gran-positivas, virus y hongos (Dinarello et al., 1984; Poole et al.,
1988, Ray et al., 1960; Taktak et al., 1991; Fennrich et al., 1999)
y usa asimismo animales, si bien nicamente como donantes
‘involuntarios’ de sangre.

La base de la prueba de pirégenos en conejos es la
estimulacién in vivo por pirdgenos exogenos (usualmente
endotoxina) de monocitos de sangre periférica de conejos para
producir los pirégenos endogenos, los cuales producen fiebre. Los
principales pirégenos endégenos son las citocinas factor a de
necrosis tumoral (TNFa), interleucina-1 (IL-lo e IL-1B, dos
productos génicos separados), IL-6 e IL-8 (Dinarelio et al., 1999).
Dadas las deficiencias de la prueba de pirégenos en conejos y la
BET, se han propuesto pruebas alternativas in vifro para
pirégenos, basadas en la activacién de monocitos. La base de
estas ‘pruebas de activacion de monocitos® o ‘pruebas de
monocitos’ es la maravillosa sensibilidad al pirogeno exdgeno de
monocitos humanos. En tales pruebas, se incuban productos con
monocitos de sangre periférica humana o, mas usualmente, la
fraccion de células mononucleares de sangre periférica (PBMNC
— peripheral blood mononuclear cell) (que contiene monocitos) y
medio acondicionado con células analizado con respecto a
citocinas pirogénicas (Duff and Atkins, 1982; Dinarello et al.,
1984; Poole et al., 1988, 1989*,b; Hansen and Christensen, 1990;
Taktak et al., 1991; Blecker et al., 1994).

Desafortunadamente, el aislamiento de monocitos/PBMNC
de sangre entera es intensivo en trabajo, consume mucho tiempo,
es técnicamente sofisticado, requiere reactivos costosos y no
garantiza el aislamiento de células en un estado no activado. Esto
motivo la evaluaciéon de varias lineas celulares ‘monociticas’,
incluyendo células MONO MAC 6 (Ziegler-Heitbroek et al.,
1988) y células THP-1 (Tsuchiya et al., 1980) y varias lecturas de
citocinas (Poole, 1989; Poole et al., 1989a,b; Taktak et al., 1991).
Taktak et al. (1991) prefirieron una prueba MONO MAC 6/IL-6 y
la aplicaron a albumina sérica humana (HSA - human serum
albumin) terapéutica, que habia producido reacciones adversas en
destinatarios humanos, y detectaron contaminacién pirogénica en
la HSA que no se habia detectado en la prueba de pirdgenos en
conejos 0 en la prueba LAL. Posteriormente, subclones de las
lineas celulares MONO MAC 6 y THP-1 se han utilizado in vitro
para pirégenos (Eperon and Jungi, 1996; Eperon et al., 1997;
Peterbauer et al., 1999, 2000; Nakagawa et al., 2002).

Aunque lineas celulares evitan la necesidad de hacer cultivos
primarios de globulos biancos, una prueba in vifro para pirbgenos
utilizando una linea celular monocitica tiene un nimero de
desventajas. Estas incluyen: (i) las semanas/meses requeridos para
establecer, a partir de una alicuota congelada, un nimero
suficiente de células de suficiente sensibilidad (a
pirogeno/endotoxina) para usar en una prueba, (i) inconsistencias
en las sensibilidades de células de nimeros de pasadas diferentes,
y diferentes periodos de tiempo invertido congelado, (iii) la
necesidad de co-estimular con agentes tales como interferén-y o
vitamina D (Taktak et al., 1991; Eperon and Jungi, 1996, Eperon
et al., 1997; Peterbauer ¢t al., 1999, 2000), (iv) verificacion de la
presencia continuada en la linea celular de los varios elementos de
receptor (v.g., CD14 y receptores tipo Toll) necesarios para la
transduccién de respuestas a endotoxina y otros pirdgenos (Means
et al., 1999; Ulevitch, 1999; Takeuchi et al., 1999).

Para evitar algunas de las desventajas de sistemas de prueba
que requieren el aislamiento de glébulos blancos 0 mantenimiento
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de lineas celulares monociticas, puede usarse sangre entera
diluida como la fuente de monocitos, puesto que los monocitos en
sangre entera diluida responden a pir6geno/endotoxina liberando
citocinas pirogénicas (Desch et al., 1989; Finch-Arietta and
Cochran, 1991, Nerad et al., 1992, De Groote et al, 1992;
Hartung and Wendel, 1996; Shins et al., 1996, Pool et al., 1998;
Nakagawa et al., 2002). Una prueba de monocitos, que utiliza
sangre entera diluida como la fuente de monocitos, ofrece la
ventaja considerable de no requerir el aislamiento de
monocitos/gldbulos blancos y de cultivar los monocitos en la
presencia de todos los constituyentes de la sangre, con los cuales
residen usualmente. Sin embargo, en comin con la totalidad de
las variantes previas de la prueba in vitro para pirégenos (‘prueba
de monocitos’), la ‘sangre entera en la prueba in vitro para
pirdgenos’ adolece de la desventaja de requerir dos pasos de
incubaci6n, en dos placas separadas: una incubacion de monocitos
(como sangre diluida) con una sola placa, seguida por una
segunda incubacién de la sangre diluida acondicionada con
monocitos en la placa ELISA, usada para la cuantificacion de la
citocina medida.

Los objetivos del estudio eran evaluar el valor de la prueba de
activacion de monocitos in vitro con ‘una sola placa’ para
pirdgenos, con el fin de determinar si ofrecia 0 no ventajas
significativas sobre las pruebas convencionales con ‘dos placas’
(placa de cultivo + ELISA) en términos de su limite de
cuantificacion, robustez, velocidad y costo.

2. Materiales y métodos

2.1 Reactivos

Los siguientes materiales se obtuvieron de las fuentes
indicadas. Las normas internacionales de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para endotoxina bacteriana (LPS,
codigo de ampolla 94/580, idéntico a EC6 [US FDA], lote G
[USP] y BRP3 [EP]), IL-1B (86/680), IL-6 (89/548), y TNFa
(87/650) fueron facilitadas por NIBSC. Las actividades
especificas de estas normas son endotoxina: 10.000 TU (unidades
internacionalesy = 10.000 EU (unidades de endotoxina,
FDA/USP) = 1 pg E. coli endotoxina/vial, IL-18: 100.000 TU/11
pg/ampolla, IL-6: 100.000 TU/1 pg/ampolla, TNFa: 40.000 1U/1
pug/ampolla. Pares combinados (para ELISA) de anticuerpos
monoclonales (MAbs) a IL-1B8 humana y a IL-6 humana (R&D
Systems). Fragmin (Dalteparina, 10.000 IU/ml, Pharmacia,
anticuerpo monoclonal anti-TNFa humano (MAb) 101-4 y suero
anti-TNFa en oveja fueron un obsequio del Dr. T. Meager,
Divisién de Inmunologia, NIBSC.

2.2 Consumibles

Placas de microtitulacion, de 96 pocillos, de estireno, con
‘fondo plano’, Dynex PF (#9305 Dynex Tech.); placas de
microtitulacion, de 96 pocillos, de estireno, con ‘fondo en U’
Dynex PF (#2305); placas de de microtitulacion, 96 pocillos, de
PVC, con ‘fondo en U’ (no PF) (#2401); placa de cultivo de tejido
Falcon Microtest de 96 pocillos (#353072); placas de analisis de
96 pocillos, flexibles, Falcon Microtest III (#3911, Beckton
Dickinson Labware: 353072); placas de 96 pocillos (no PF)
Nunc-Immuno; tubos centrifugos (Falcon 2070 Blue Max);
DEAE Trisacryl M, solucion salina amortiguada con fosfato de
Dulbecco (Sigma, D-703); glicina grado cultivo celular (G-6388);
acido clorhidrico, 0,1 M, filtrado estérilmente (Sigma, H-9892);
monalaurato de sorbitan-polioxietileno grado cultivo celular
(Tween 20, P-2287); sucrosa grado cultivo celular (S-1888);
dihidrato de trehalosa grado cultivo celular (T-0167, Sigma
Chemical); concentradores de proteina Gyrocent-L (Triple red
Lab. Tech., #1433400); viales criogénicos Nalgene (#5000-0020);
RPMI-1640 (GIBCO, Life Technologies), preparados estériles y
libres de pirdgenos; HSA estéril, 4,5% p/v, Blood Products
Laboratory, Elstree, Herts); agua estéril, libre de pirdgenos para
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irrigaciéon y 0,9% p/v NaCl (Baxter Healthcare). Otros
reactivos/materiales se adquirieron como estériles y libres de
pirégenos y los utensilios de vidrio se pusieron al horno a 250 °C
durante 1 hora.

2.3 Preparacion de anticuerpos anti-citocina, libres de pirégenos

Anticuerpos policlonales anti-IL-6 se purificaron de un suero
anti-IL-6 en cabra por cromatografia de afinidad en IL-6 (Taktak
et al., 1991) usando amortiguador de lavado libre de pirbgenos y
amortiguador de elucién: Las fracciones se neutralizaron con | M
de bicarbonato de sodio libre de pirdgenos. Los anticuerpos se
concentraron en un concentrador centrifugo Gyrocent-L.
Anticuerpos anti-IL-6 biotinilados, libres de pirdgenos, se
prepararon y purificaron como se describe previamente (Taktak et
al., 1991), excepto que se utilizé amortiguador libre de pirdgenos.
Anticuerpos  anti-IL-6 etiquetados con HRP, anticuerpo
monoclonal anti-TNFa (MAb) 101-4 (Meager et al., 1987),
purificados por FPLC, e IgG anti-TNFo policlonal en oveja
(purificado por HPLC o en DEAE Trisacryl M. Sigma) se
liberaron de pirdgenos usando End-X (Associated of Cape Cod.
USA). Las soluciones de anticuerpos libres de pirdgenos
contenian <0,03 EU (= IU)Y/ml de contaminacién de endotoxina
medida en una prueba LAL.

2.4 Preparacion y estabilizacion de placas de 96 pocillos
pre(cubiertas) con anticuerpos anti-citocina, libres de pirégenos

Placas no estériles se enjuagaron extensivamente con PBS
libre de pirégenos. Placas de noventa y seis pocillos de cada tipo
(ver més arriba) se recubrieron con anticuerpos anti-citocina
libres de pirégenos: anticuerpos policlonales anti-IL-6 humana en
cabra, MAb 101-4 contra TNFa humano (1 pg/ml, en PBS estéril,
pH 7,4, o amortiguador de bicarbonato de sodio, pH 8,2-9,6, 100
wl/pocillo, + 4 °C, de un dia para otro). Las placas se lavaron dos
veces con PBS + 0,1% Tween 20, luego una vez con PBS estéril
(sin Tween). Si las placas no se requerian inmediatamente, se
agregaba una solucién de bloqueo/glaceado (100 pl/pocillo de
trehalosa estéril, 2% + HSA estéril, 1% o sucrosa estéril, 5% +
HSA estéril, 1%) durante 1 hora a temperatura de la sala. Luego
de 1 hora, la solucién de bloqueo/glaceado se decantd
cuidadosamente y las placas se secaron con aire en un gabinete
‘estéril’ Clase II durante un minimo de 4 horas (usualmente de un
dia para otro), se sellaron en bolsas plasticas y se almacenaron a 4
°C.

2.5 Recoleccion de sangre

Veinte donantes de sangre se incluyeron en el estudio. Siete
eran hombres y trece eran mujeres. Las edades de los hombres
variaban de 27 a 47 aflos con una media de 36 aftos. Las edades
de las mujeres variaban de 23 a 49 afios con una media de 34
affos. La totalidad de los donantes parecia estar en buena salud.
Ninguno  estaba  tomando  AINE, inmunosupresores,
glucocorticoides o cualesquiera otros medicamentos conocidos
por influir en la produccion de citocinas. Usando una jeringa de
20 ml y una aguja calibre 21, se extrajeron 2-10 ml de sangre de
la vena cubital media o cefélica del brazo izquierdo o derecho de
los donantes y se transfirieron inmediatamente a tubos de
centrifuga, libres de pirbgenos, estériles, de 50 ml (Falcon 2070
Blue Max), que contenian suficiente heparina (Fragmin, 10.000
1U/ml, Pharmacia, diluida 1/10 con solucién salina libre de
pirbgenos, estéril) para dar una concentracion de 10 IU/ml en la
sangre. La sangre se recogié en la mafiana, se mantuvo a
temperatura de la sala y se utilizd6 en el término de 1 hora
(tipicamente 30 minutos) de su recoleccion. La duracion del
almacenamiento de sangre a corto plazo no afecta
significativamente la liberacion de IL-6 (Schins et al., 1996).
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2.6. Aislamiento de PBMNC'y cultivo de PBMNC y células
MONO MAC 6y THP-1

El aislamiento de PBMNC y el cultivo de PBMNC, células
MONO MAC 6 y THP-1 fueron como se describe previamente
(Taktak et al., 1991). Se hicieron conteos de numeros de células
viables tomando una alicuota de 100 pl de una suspension de
células y agregando 850 ul RPMIy 50 ul 0,4% p/v de solucién de
azul de tripano. El nimero de células viables en esta solucion se
cont6 usando un hemocitémetro. Este procedimiento se describe
en detalle en el Catdlogo Sigma (Biochemical and Reagents For
Life Science Research) 2000/2001, paginas 1848 -1849.

2.7. Protocolo para la prueba in vitro con 'dos placas’ para
detectar la presencia de pirégenos usando PBMNC, células
MONO MAC 6 o THP-1

Cultivos (250 pl) se llevaron a cabo en cuadruplicado usando
placas de 96 pocillos. El volumen de 250 ul comprendia:
muestras/estandares diluidos en RPMI que contenia 2% de suero
AB (125 pl) y células en una concentracién inicial de dos
millones de células/ml en RPMI que contenia 2% de suero AB
(125 pl), arrojando una concentracion final (en los pocillos) de un
millon de células/ml. Los contenidos de los pocillos se mezclaron
agitando suavemente (sin contaminar los pocillos de manera
cruzada) y se incubaron sin vibracion (para permitir que las
células se sedimentaran) a 37 °C durante 2-24 horas en una
atmosfera de 5% CO; en aire. Al finat de la incubacién del cultivo
de tejido, el medio de cultivo acondicionado con células encima
de las células se homogeneizo6 aspirando y expulsando 100 ul tres
veces antes de transferir alicuotas de 100 pl del medio. de cada
uno de los pocillos de la placa de cultivo de tejido a los pocillos
correspondientes de la placa ELISA. Se tomaron alicuotas para
las determinaciones ELISA de IL-6 (Taktak et al., 1991, o usando
un par combinado de MAbs a IL-6 humana de R&D Systems,
arrojando ambos analisis resultados similares). TNFa (Meager et
al., 1987), IL-1B (ELISA desarrollado usando los anticuerpos
descritos por Rafferty et al., 1991, o usando un par combinado de
MADbs a IL-1p humana de R&D Systems, o un kit ELISA IL-1§
suministrado gentilmente por DPC Biermann, todos los cuales
arrojaron resultados similares). Todos los ELISAs empleados
detectaron 62,5 pg/ml de citocina 0 menos, y mostraron una
excelente regresion en la dosis sobre el rango de 62,5-1000 pg/mli,
con coeficientes de variacion (CVs —coefficients of variation) del
orden de 7-10%. :

2.8. Protocolo para pruebas in vitro con 'dos placas’ para
pirégenos usando sangre entera humana

Cultivos (250 pl) de 20% de sangre entera humana se
llevaron a cabo en cuadruplicado usando placas de 96 pocillos.
Para distribuir células uniformemente en toda la sangre, la
donacion de sangre se agit6 suavemente antes de la extraccion de
alicuotas (5 ml) en un tubo méas pequefio (7 ml) del cual se
tomaron alicuotas (50 pl) para la adicién a la placa de cultivo. Las
adiciones por pocillo fueron: RPMI (75 pul), sangre (50 ul),
muestra/estandar de endotoxina en RPMI o soluci6n salina (125
nl). Los contenidos de los pocillos se mezclaron agitando
suavemente (sin contaminar los pocillos de manera cruzada) y se
incubaron sin vibracién (para permitir que las células se
sedimentaran) a 37 °C durante 2-24 horas en una atmosfera de 5%
CO; en aire. Al final de la incubacién del cuitivo de tejido,
alicuotas de 100 ul de sobrenadante claro de cada pocillo se
transfirieron cuidadosamente a los pocillos correspondientes de la
placa ELISA., Se impidi¢ la aspiracion de las células apoyando la
placa de analisis de manera que se inclinara en un angulo de
alrededor de 45° desde las columnas 1 a 12. Los ELISAs fueron
como se describe mas arriba en la Seccién 2.7.
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2.9. Protocolo para la prueba in vitro con 'una sola placa’ para
pirégenos usando PBMNC, células MONO MAC 6 o THP-1

Cuitivos (250 pl) se llevaron a cabo en cuadruplicado usando
placas de 96 pocillos recubiertas previamente con anticuerpos
anti-IL-6 libres de pirdgenos. El volumen de 250 ul comprendia:
muestras/estandares diluidos en RPMI que contenia 2% de suero
AB (125 pl), anticuerpos anti-IL-6 biotinilados, libres de
pirdgenos (10 pl), células en una concentracién inicial de dos
millones de células/ml en RPMI que contenia 2% de suero AB
(115 ub), arrojando una concentracion final (en los pocillos) de un
millon de células/ml. Los contenidos de los pocillos se mezclaron
agitando suavemente (sin contaminar los pocillos de manera
cruzada) y se incubaron sin vibracién (para permitir que las
células se sedimentaran) a 37 °C durante 2-24 horas en una
atmoésfera de 5% CO, en aire. Al final de la incubacion, los
cultivos se aspiraron y descartaron (de acuerdo con
procedimientos de seguridad locales) y las placas se lavaron
cuatro veces con amortiguador de lavado/dilucién (Taktak et al.,
1991). Los pasos subsiguientes fueron como se describe
previamente (Taktak et al., 1991). En pocas palabras, avidina-
HRP (en 100 pl) se agreg6 durante 15 minutos a temperatura de la
sala. OPD (en 100 ul) se agregé durante 10-20 minutos (hasta que
se desarroll6 color suficiente). 1 M H,SO, (150 pl/pocillo) se
agregé para detener la reaccion. Se leyeron las densidades opticas
a 490 nm. En algunos experimentos, anticuerpos anti-IL-6
etiquetados con HRP se sustituyeron por anticuerpos anti-IL-6
biotinilados para eliminar el paso avidina-HRP y reducir asi el
numero de pasos requeridos para el ELISA. El ELISA para IL-6
detectd 62,5 pg/ml de citocina 0 menos y mostré una excelente
regresién en la dosis sobre el rango de 62,5-4000 pg/ml, con
coeficientes de variacion (CVs) del orden de 7-10%.

2.10. Protocolo para la prueba in vitro con 'una sola placa’ para
pirdgenos, usando sangre entera humana

Cultivos (250 pl) de 20% de sangre entera humana se
ll6evaron a cabo en cuadruplicado usando placas de 96 pocillos
recubiertas previamente con anticuerpos (IL-6 o TNFa) anti-
citocina, libres de pirdgenos. Para distribuir células
uniformemente en toda la sangre, 1a donacién de sangre se agité
suavemente antes de la extraccién de alicuotas (5 ml) en un tubo
mas pequefio (7 ml) del cual se tomaron alicuotas (50 pl) para la
adicion a la placa de cultivo. Las adiciones por pocillo fueron:
RPMI o solucién salina (65 ul), sangre (50 ul), anticuerpos (IL-6
o TNFa) anti-citocina, biotinilados, (10 pl) y muestra/estandar de
endotoxina en RPMI o solucién salina (125 pl). Los contenidos
de los pocillos se mezclaron agitando suavemente (sin contaminar
los pocillos de manera cruzada) y se incubaron sin vibracién (para
permitir que las células se sedimentaran) a 37 °C durante 2-24
horas en una atmésfera de 5% CO; en aire. Los pasos siguientes a
la incubacién fueron como se describe mas arriba en la Seccion
2.9. Los ELISAs para IL-6 y TNFa detectaron 62,5 pg/ml de
citocina 0 menos y mostraron una excelente regresion en la dosis
sobre el rango de 62,5-4000 pg/ml, con coeficientes de variacion
(CVs) del orden de 7-10%.

3. Resultados

La totalidad de los diferentes tipos de placas usados en los
andlisis con una sola placa, v.g., de ‘fondo plano', 'fondo en U',
estireno y PVC arrojaron resultados similares. Analogamente, los
diferentes amortiguadores de recubrimiento/bloqueo tuvieron
resultados similares.

3.1. Comparacion de las pruebas con una sola placa y con dos
placas para pirégenos usando PBMNC/IL-6

La estimulacién de PBMNCs (10° células/ml) con endotoxina
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(LPS, 0-0,25 EU/ml = 0-25 pg/ml) durante 4 horas provocé la
liberacion dependiente de la dosis de IL-6 inmunorreactiva en el
medio acondicionado con PBMNC (Fig. 1). Con ¢! formato con
una sola placa, la curva de respuesta a la dosis endotoxina — IL-6
fue mas pronunciada y el limite de deteccion (0,015 EU/ml)
menor que el formato con dos placas (0,03 EU/ml). El limite de
deteccion se calculdé como 3,3 x la desviacion estandar de la
respuesta dividida por la pendiente de la curva de calibracion,
como se¢ describe en la ICH Harmonised Tripartite Guideline,
Validation of Analytical Procedures: Methodology, 1996 (http://
www.meclurenet.com/EMEA...PDFs/Q2a.pdf). La estimulacion
de células durante 24 horas arrojo resultados similares, excepto
que los valores de IL-6 se aumentaron aproximadamente dos
veces (datos no mostrados).

3.2. Comparacion de las pruebas con una sola placa y con dos
placas para pirégenos usando lineas de células monociticas

La estimulacion de células MONO MAC 6 (10° células/ml)
con endotoxina (LPS, 0-0,8 EU/ml = 0-80 pg/ml) durante 24
horas provoco la liberacién dependiente de la dosis de IL-6
inmunorreactiva en el medio acondicionado con células (Fig. 2).
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Fig. 1. Comparacidn de pruebas in vitro con 'una sola placa' (columnas rellenadas) y con
‘dos placas' (columnas sin rellenar) para pirogenos usando PBMNCs (10° células/ml)
estimuladas con endotoxina (LPS, 0-0,25 EU/ml = 0-25 pg/ml) durante 4 horas. Los
valores para IL-6 son medias de cuadruplicados + SEM. El experimento es
representativo de tres experimentos independientes, usando cada uno PBMNCs de un
donante diferente.
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Fig. 2. Comparacion de las pruebas in vitro con 'una sola placa' y con ‘dos placas' para
pirdgenos usando células MONO MAC 6 y células THP-1. La liberacion de IL-6 por
células MONO MAC 6 (circulos) y células THP-1 (triangulos) estimuladas con
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endotoxina (LPS, 0-0,8 EU/ml = 0-80 pg/ml) usando el formato con ‘una sola placa’
(simbolos rellenos) o el formato con 'dos placas’ (simbolos sin rellenar). Los valores
para IL-6 son medias de cuadruplicados + S.E.M. El experimento es representativo de
tres experimentos independientes, usando cada uno células de un numero diferente de
pasadas.

Con el formato con una sola placa, la curva de respuesta a la
dosis de endotoxina—IL-6 fue mas pronunciada y el limite de
deteccién (0,05 EU/ml) menor que con el formato con dos placas
(0,1 EU/ml). Resultados similares se obtuvieron con células
THP-1: estimulacion de células THP-1 (10° células/ml) con
endotoxina (LPS, 0-0,8 EU/ml = 0-80 pg/ml) durante 24 horas
provoco la liberacion dependiente de la dosis de IL-6
inmunorreactiva en el medio acondicionado con células (Fig. 2).
Nuevamente, con ¢l formato con una sola placa, Ja curva de
respuesta a la dosis de endotoxina-IL-6 fue mas pronunciada y el
limite de deteccidon (0,1 EU/ml) menor que con el formato con
dos placas (0,2 EU/ml).

3.3. Liberacién de TNFa, IL-18 e IL-6 por sangre entera (20%)
estimulada con endotoxina en una prueba con dos placas

La estimulacién de sangre entera (diluida 1/5 a 20% con
solucién salina) con endotoxina (LPS, 0-4 EU/ml =0-400 pg/ml)
durante 4 horas provocé la liberacién de TNFo inmunorreactivo,
IL-1B, e IL-6 en la sangre (Fig. 3).
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Fig. 3. Liberacion de citocinas por sangre entera estimulada con endotoxina (LPS) en
una prueba con una sola placa. La liberacién de fL-1B (cuadrados), TNFa (tridngulos),
e IL-6 (circulos) por sangre entera (diluida 1/5 a 20% con RPMI) estimulada con
endotoxina (LPS, 0-4 EU/ml = 0-400 pg/ml) durante 4 horas. Los valores para citocinas
son medias + S.E.M.s de seis experimentos independientes, usando cada uno sangre de
un donante diferente.

Las respuestas para cada citocina fueron dependientes de la dosis
y las concentraciones relativas de las citocinas (pg/ ml) liberadas
para una dosis dada de endotoxina tuvieron la relaciéon IL-
6>TNFa>IL-1B. Un patrén similar de liberacion de citocinas se
obtuvo con una estimulacién durante 24 horas con endotoxina
(datos no mostrados).

3.4. Comparacion de pruebas de sangre entera con una sola
placa y con dos placas para pirégenos con IL-6 como la lectura

La estimulacién de sangre entera humana (diluida 1/5 a 20%
con solucién salina) con endotoxina (LPS, 0-4 EU/ ml = 0-400
pg/ml) durante 4 horas provocé la liberacion dependiente de la
dosis de IL-6 inmunorreactiva en la sangre (Fig. 4). Con el
formato con una sola placa, las curvas de respuesta a la dosis de
endotoxina—IL-6 fueron méas pronunciadas y el limite de
deteccion (0,03 EU/mI) menor que con ¢l formato con dos placas
(0,06 EU/ml).

3.5. Comparacion de pruebas de sangre entera con una sola
placa y con dos placas para pirégenos con TNFa como la lectura
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La estimulacion de sangre entera humana (diluida 1/5 a 20%
con solucion salina) con endotoxina (LPS, 0-4 EU/ ml = 0-400
pg/ml) durante 2 horas provoco la liberacion dependiente de la
dosis
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Fig. 4. Comparacion de pruebas de sangre entera con ‘una sola placa' y con 'dos placas'
para pirdgenos con IL-6 y TNFa como las lecturas. La liberacion de IL-6 (circulos) y
TNFa (tridngulos) por sangre entera (diluida 1/5 a 20% con solucion salina) estimulada
con endotoxina (LPS, 0-4 EU/ml =0-400 pg/ml) durante 2 horas (TNFa) o 4 horas (IL-
6) usando el formato con ‘una sola placa' (simbolos rellenados) o el formato con ‘dos
placas' (simbolos sin rellenar). Los valores para TNFa e IL-6 son medias de
cuadruplicados = S.EM. El experimento es representativo de tres experimentos
independientes, cada uno usando sangre de un donante diferente.

de TNFa inmunorreactivo (Fig. 4). Con el formato con una sola
placa, la curva de respuesta a la dosis de endotoxina—TNFa fue
mas pronunciada y el limite de deteccion (0,03 EU/mi) menor que
con el formato con dos placas (0,06 EU/mi).

3.6. Recuperaciones mdximas (spike recoveries) para HAS
enriquecida con endotoxina

Recuperaciones maximas (%) para LPS (2,5 EU/ml)
agregados a HSA (4,5%) y diluida 1/10 para pruebas con sangre
entera (20%, cultivo de 4 horas) se dan en la Tabla 1. En las
pruebas de

Tabla 1
Recuperaciones maximas (%) para LPS agregados a HSA (4,5%) y diluidos 1/10 para
pruebas con sangre entera (20%, cultivo de 4-horas)

Tipo de Prueba Lectura LPS maximos (EU/ml) Recuperacion maxima
o,

%

Dos placas TNFa 2,5 73x6{(n=11)
Dos placas IL-1B 2,5 49+ 13 (n=6)
Dos placas IL-6 - 2,5 64+8(n=13)
Una placa IL-6 2,5 8713 (n=8)

Valores son medias £ SEM.

dos placas con TNFa como lectura. La recuperacion maxima de
LPS fue de 73 + 6%, comparada con 64 £ 8% con IL-6 como la
lectura y apenas 49+13% con IL-1f como la lectura. En las
pruebas con una sola placa con IL-6 como lectura, la
recuperacioén maxima aument6 notoriamente a 87 + 13%.

4. Discusién

En los 20 arflos transcurridos desde que se sugirié por primera
vez una prueba in vitro para pirogenos (‘prucba de monocitos')
(Duff and Atkins, 1982), se han descrito varios sistemas de
prucba diferentes. Las fuentes de monocitos/células monociticas
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han incluido monocitos purificados, PBMNC, lineas de células
monociticas y sangre entera diluida, y las lecturas seleccionadas
han incluido TNFa, IL-18, IL-6, and neopterina (reseiiado por
Poole and Gaines Das, 2001). Con monocitos, PBMNC y células
monociticas, la lectura preferida es usualmente IL-6, porque IL-6,
a diferencia de IL-1$ y TNFaq, es secretada enteramente en el
medio acondicionado con células en grandes cantidades,
permitiendo en esa forma su célculo completo (Poole et al.,
1989a,b; Taktak et al., 1991). En contraste con IL-6, TNFa
inmunorreactivo e IL-18 permanecen en gran medida
intracelulares, planteando la posibilidad de que preparaciones de
prueba, que afectan la permeabilidad de las células, podrian ser
mas propensas a interferir en las pruebas con TNFa
(inmunorreactivo) o IL-1B como la lectura, y no con IL-6.
Asimismo, ciertos componentes bacterianos pro-inflamatorios
estimulan la produccion de IL-6, pero no TNFa e IL-1§ (Reddi et
al,, 1996).

En un reciente estudio usando sangre entera (Nakagawa et
al, 2002), se informé que los pirdgenos estructuralmente
diversos endotoxina, peptidoglicano, Staphylococcus aureus
Cowan 1 y poly(I.C) estimulaban todos la liberacién de més IL-6
que cualquiera de los dos TNFa o IL-1p (valores dados en
pg/ml). Mas adn, IL-6 fue inducida por concentraciones mas
bajas de cada pirdgeno de lo que se requeria para inducir TNFa e
IL-1B. Consistentes con estos datos, las concentraciones de IL-6
detectadas en sangre periférica luego de la administraciéon de
endotoxina en el hombre fueron mayores que las concentraciones
de TNFa e IL-1B (Luheshi and Rothwell, 1996; Bruunsgaard et
al,, 1999; Suffredini et al., 1999). Por supuesto, existe evidencia
sélida para sugerir que IL-6 es el principal pirégeno endégeno en
circulacién en el hombre (Dinarello, 1999) y animales
experimentales (Dinarello et al., 1999; Cartmell et al., 2000) y
que se correlaciona mejor con la actividad pirogénica en la sangre
(Rothwell, 1990; Kluger. 1991: Buck et al., 1994; Rothwell and
Hopkins. 1995; Lin and Huang, 1998; Otto et al., 1999,
Dinarello. 1999). La actividad pirogénica de TNFa e IL-1 parece
depender en gran medida de IL-6 (Chai et al., 1996; Luheshi and
Rothwell 1996; Sundgren-Andersson et al., 1998; Zetterstrom et
al., 1998; Cartmell et al., 2000).

Con IL-6 como la lectura, ¢l formato con una sola placa
ofrecia un menor limite de deteccion que los andlisis
convencionales de dos placas. Con PBMNC, el limite de
deteccion fue de 0,015 EU/ml incluso si la duracién del cultivo
celular era de apenas 4 horas, y limites de deteccion de 0,05y 0,1
EU/ml se obtuvieron con las lineas de células monociticas
MONO MAC 6 y THP-1, respectivamente, con cultivos celulares
de 24 horas de duracion. Las ventajas de estos limites menores de
deteccién es que permiten diluciones mas grandes de las muestras
de prueba para superar la interferencia por las muestras en la
prueba.

El uso de sangre entera humana (diluida) como una fuente de
monocitos se ha descrito por un sinnimero de grupos, incluyendo
Desch et al., 1989; Finch-Arietta and Cochran, 1991, Nerad et al.,
1992, De Groote et al., 1992; Hartung and Wendel, 1996; Schins
et al., 1996, Pool et al., 1998; Fennrich et al., 1999; Jahnke et al.,
2000; Nakagawa et al., 2002. Las principales diferencias entre los
diferentes protocolos que utilizan sangre entera son la citocina
elegida como la lectura (variable medida), la duracién del cultivo
de sangre, y la inclusion/omisién de interferon-y como co-
estimulo (agente de induccién). La lectura preferida es IL-1B
(Harrung and Wendel 1996, Fennrich et al., 1999: Jahnke et al.,
2000) o IL-6 (Pool et al., 1998; Nakagawa et al., 2002), aunque
pareceria que TNFa es también apropiado (Desch et al., 1989;
Finch-Arietta and Cochran, 1991; De Groote et al., 1992;
Hartung and Wendel, 1996). La duracitn de incubacion se deter-
mina en cierta medida por la conveniencia pero también por la
eleccion de la lectura. Una corta incubacion (4 horas) de sangre
(diluida) con una dosis muy grande de endotoxina (10 pg/ml)
estimuld la produccion de IL-1B (v TNFa), mientras que se
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requirié una incubacién més larga (24 horas) de sangre (diluida)
para dosis mucho mas pequefias de endotoxina (1 pg/ml y mas)
para estimular la producciéon de IL-1§ (y TNFo, Hartung and
Wendel, 1996). Una incubacion prolongada (18 horas), en la
presencia de interferon-y, fue iguaimente preferida cuando IL-6
fue la lectura (Pool et al., 1998).

En el presente estudio, las concentraciones de citocinas
(pg/ml) producidas por sangre entera (diluida) estimulada con
endotoxina durante 4-24 horas tuvo el orden de intervalo IL-
6>TNFo>IL-1B, consistente con el reciente estudio de Nakagawa
et al.,, (2002). Igualmente consistente con los datos del grupo
japonés fue el hallazgo de que IL-6 fue inducida por
concentraciones menores de LPS que las que se requirieron para
inducir TNFa y IL-1B. Para garantizar que los valores para IL-1p
no se estuvieran subestimando, se realizaron mediciones usando
tres sistemas ELISA independientes, todos los cuales arrojaron
resultados similares. Con respecto a la recuperacion de un
maximo de endotoxina de 2,5 EU/ml en HSA (4,5% p/v), las
mejores recuperaciones maximas de endotoxina en analisis con
dos placas usando sangre entera (20%, 4 horas) se obtuvieron con
TNFa como lectura, seguido por IL-6 ¢ IL-1B. En pruebas de
sangre entera de 4 horas con IL-6 como lectura, el formato con
una sola placa depar6 una mejora util en la recuperacién maxima
de endotoxina (de 64% a 87%) para el maximo de endotoxina de
2,5 EU/ ml en HSA.

‘La prueba de pirdgenos en conejos puede completarse en
menos de 4 horas, mientras que 1a prueba in vitro con 'dos placas'
para pirdgenos implica una incubacién de 4 horas de
monocitos/células monociticas y producto, seguida por un
ELISA que requiere una segunda incubacién de citocina en el
anticuerpo de captura. Puesto que la prueba in vitro para
pirégenos pretende ser un reemplazo de la prueba de pirégenos
en conejos, buscamos desarrollar una version de esta prueba, la
prueba con 'una sola placa’, que podia completarse en
aproximadamente el tiempo tomado para llevar a cabo una
prueba de pirégenos en conejos. La prueba con una sola placa
utiliza anticuerpos (Ab) anti-citocina (IL-6 o TNFa), libres de
pir6genos, recubiertos y estabilizados sobre placas de 96 pocillos
(libres de pirdgenos). Sangre diluida, estandar/muestra de endo-
toxina y Ab biotinilados (libres de pirdgenos) se cultivan juntos
(usuaimente durante 2-4 horas, dependiendo de la lectura) en la
placa recubierta con Ab y luego la placa se lava y se completa el
ELISA. No hay transferencia de una placa a la otra y no més
incubaciones (adicionales) de citocina (liberada), en primer lugar,
recubriendo Ab y, a continuacién, desarrollando Ab, puesto que
estos pasos ya han tenido lugar durante el cultivo inicial. La
prueba in vitro con una sola placa para pirdgenos con sangre
entera como la fuente de monocitos e IL-6 como la lectura puede
llevarse a cabo en 5 horas a partir del momento en que la sangre
se extrae y, con TNFa como la lectura, en apenas 3 horas. Con
IL-6 como la lectura, hay un cultivo de 4 horas de sangre +
producto, y con TNFa esto puede reducirse a 2 horas.

Ademas de la robustez mejorada (recuperacién maxima de
endotoxina), el formato con una sola placa ofreci6 ademas
mejoras en el limite de deteccién con sangre entera como la
fuente de monocitos. Con combinaciones de sangre entera/IL-6/4
horas y sangre entera/TNF/2 horas, el limite de deteccién fue de
0,03 EU/ml. Con IL-6 como la lectura, es probable que el limite
mejorado de deteccion del formato con una sola placa sea una
consecuencia de la extraccidén/neutralizacién de IL-6 (a medida
que se produce) por los Ab de captura y el Ab segundo. En
monocitos, TNFa estimulado por endotoxina ¢ IL-1p estimulan la
produccién de IL-6, la cual inhibe ademés la produccién de
TNFa e IL-18 (Schindler et al,, 1990). Por consiguiente, la
extraccion/neutralizacion de la IL-6 elimina la retroalimentacion
negativa ejercida por la IL-6 liberada, lo cual lleva a la
produccion de mas TNFa e IL-18, que estimulan la produccion
de mas IL-6. Con TNFa como la lectura, la mejora puede ser una
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consecuencia de la captura por el anticuerpo anti-TNFa
(recubrimiento) (sobre la placa) de monocitos que expresan la
forma transmembrana de TNFo (Grell et al., 1995), permitiendo
la medicion de TNFa tanto el asociado con las células como el
liberado.

TNFa tiene una ventaja como la lectura en una prueba con
una sola placa para pirdgenos debido al tiempo de incubacion
maés corto requerido para su liberacién (2 vs. 4 horas para IL-6).
Esto hace la lectura de TNF particularmente apropiada para
pruebas de pirdgenos 'en proceso'. No obstante, la eleccion de IL-
6 como la lectura, ademas de las ventajas anotadas mas arriba,
tiene la ventaja, con sangre entera como la fuente de monocitos,
de 'descartar’ donantes que no estén en buenas condiciones de
salud, los cuales pueden presentar respuestas aberrantes. Los
cultivos de sangre en la ausencia de endotoxina agregada
contenian concentraciones de TNFa inmunorreactivo ¢ IL-18
cercanas a, o por debajo de, los limites de deteccion de los
ELISAs usados para detectarlos, En contraste, concentraciones de
IL-6 inmunorreactiva fueron detectables en estos cultivos. Para
donantes sanos, concentraciones de IL-6 inmunorreactiva
estuvieron por debajo de 200 pg (20 IU)Y/ml (tipicamente 50
pg/ml o menos), pero en donantes, que se habian recuperado
recientemente de infecciones virales o bacterianas menores,
concentraciones basales (es decir, no estimuladas) de IL-6 en
ocasiones excedieron 200 pg/ml, y respuestas a endotoxina
agregada fueron generalmente menores para una dosis dada de
endotoxina que para la sangre de de donantes sanos (Poole, datos
sin publicar). Estos hallazgos estan de acuerdo con informes de
que concentraciones de IL-6 inmunorreactiva (a diferencia de las
de TNFa y IL-1B), son susceptibles de incrementarse en
individuos que no estin en buenas condiciones de salud (Buck et
al, 1994; Lin and Huang, 1998; Otto et al., 1999). En
consecuencia, la eleccion de IL-6 como la variable medida para
una prueba que utiliza sangre entera como la fuente de monocitos
permite identificar y ‘'descartar’ (si bien, retrospectivamente)
donantes que no se encuentran en buenas condiciones de salud,
incluso si se puedan sentir suficientemente bien para servir como
donantes de sangre para la prueba. Basados en los datos
recolectados para este estudio, un valor de 'corte’ de 200 pg (20
IU)/ml para liberacién de IL-6 inmunorreactiva basal (no
estimulada) se propone para ¢l rechazo de los datos de prucba.

E! formato con una sola placa facilitard tanto la aceptacion
como la automatizacién de las pruebas in vitro para pirégenos.
Aunque los pirdgenos que contaminan productos medicinales
parenterales son casi invariablemente endotoxinas, las cuales
estimulan répidamente la produccién de citocinas, algunos
pirégenos 'distintos de endotoxina' pueden tomar mas tiempo
para estimular la produccién de citocinas (‘Fennrich et al., 1999:
Hartung et al., 2001). Aunque es poco probable que estos
pirégenos distintos de endotoxina sean contaminantes de
productos medicinales parenterales, puede requerirse un cultivo
de duracién més prolongada de 4 horas para garantizar la libertad
de contaminacion con pirdégenos 'distintos de endotoxina'. No
obstante, incluso para pruebas que requieren un cultivo >4 horas,
muchas de las ventajas (robustez, limite mejorado de deteccion,
conveniencia, costo) del formato con una sola placa todavia se
aplicara. El siguiente reto para los cientificos que trabajan en esta
drea es encontrar una alternativa a los andlisis que requieren
sangre humana, que tienen la desventaja de requerir empleados
de laboratorio para recolectar y trabajar con un material que
puede contener agentes infecciosos, y a lineas de células que, a
partir de una alicuota congelada, pueden requerir semanas/meses
para ser apropiadas para uso en una prueba.

Reconocimientos
Los autores estan en deuda con la sefiora Lynn Weller (Divi-

si6n de Hematologia, NIBSC) por la toma de muestras de sangre
y al Dr. Tony Meager (Divisién de Inmunobiologia, NTBSC) por
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suministrar los anticuerpos anti-TNFa.
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EDTNA/ERCA Guidelines:
Technical Section

Quality assurance for dialysis-quality water and dialysis fluid
Guidelines for the control and monitoring of microbiological contamination in water for dialysis

Scope

These guidelines apply to the control and monitoring of microbiological contamination in:

*» water used for preparation of dialysis fluid in all settings, including patients’ homes and acute care units

» water used for in-house production of liquid concentrates

+ water used for reprocessing dialysers

* water used for preparation of ultrapure dialysis fluid by equipment fitted with additional point-of-use filtration
These guidelines should be taken into consideration when designing and modifying water treatment and distribution
systems. Microbiological quality is affected by all components of the water treatment system, from the pre-treatment
devices to the point of use. The suppliers of all components should ensure that their products are compatible with these
guidelines. Where the complete installation is assembled using components from different suppliers, the renal unit staff
must take overall responsibility for implementing the guidelines.

The microbiological quality of the water over the life of the system will depend on the maintenance. Responsibility for
the specification and validation of the disinfection method and frequency may lie wnh a supplier or with the renal unit
staff. This must be established before the system is put into use.

Although day-to-day management of the quality of the water used for dialysis is normally delegated to technical staff,
ultimate responsibility for water quality may lie with the physician or pharmacist in charge of the dialysis service, or
with a designated team, according to national regulations. To reflect this multidisciplinary process, these guidelines
have been reviewed and approved by the European Society for Artificial Organs (ESAO) and by the European Renal
Association/European Dialysis and Transplant Association (ERA-EDTA).

Exclusions
These guidelines are not applicable to water used in the preparation of commercially available dialysis fluid or substitu-
tion fluid supplied in sterile bags.

Applicable standards and guidelines

Monograph 1167:1997 (corrected 2000, republished 2001) Haemodialysis solutions, concentrated, water for
diluting. European Pharmacopoeia Supplement 2001.

Monograph 0128:2000: Haemodialysis, solutions for. European Pharmacopoeia, Supplement 2001.

Circulaire DGS/DH/AFSSAPS No 311 relative aux spécifications techniques et i la sécurité sanitaire de la pratique
de ’hémofiltration et de 'hémodiafiltration en ligne dans les établissements de santé. [Technical specifications and
medical security of on-line haemofiltration and haemodiafiltration used in health care institutions] 7 June 2000 (French).
Tillverkning och hantering av hemodialysvatskor och hemofiltrationsvitskor inon sjukvirden. [Manufacturing and
handling of fluids for haemodialysis and haemofiltration in medical care] Svensk lakemedelsstandard (SLS) 2001 (Swedish).
ERA-EDTA European Best Practice Guidelines for Haemodialysis: 1V. Dialysis fluid purity. Nephrology, Dialysis and
Transplantation 2002, Supplement (in press).

Glossary
For the purpose of these guidelines, the following definitions apply:

Biofilm: A coating on surfaces consisting of microcolonies of bacteria embedded in a protective extracellular matrix. The
matrix, a slimy rmaterial secreted by the cells, protects the bacteria from antibiotics and disinfectants.

Colony forming units (CFU): An organism capable of replicating to form a distinct, visible coleny on a culture plate. In
practice, a colony may be formed by a group of organisms.

Dialysis fluid concentrate: A solution of chemicals which, when appropriately diluted, produces the dialysis fluid
(definition from 1EC 60601-2-16 2.107). Concentrates may be purchased as ready solutions or as powder that must be
dissolved before use. They are subject to the requirements of EP Monograph 0128:2000.

Dialysis fluid: A solution that is intended to exchange solutes and/or water with blood during haemodialysis or
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haemodiafiltration (definition from IEC 60601-2-16 2.107). ‘Dialysate’ is commonly used in place of dialysis fluid,
although this term should be reserved for contaminated fluid leaving the dialyser.

Disinfection: The destruction of micro-organisms by physical (e.g. heat or UV radiation) or chemical means.
Disinfection is a less lethal process than sterilization, since it is expected to destroy most recognized pathogenic
micro-organisms, but not necessarily all those present. Disinfection does not eliminate endotoxin or other bacterial
‘by-products’, such as exotoxins.

Distribution system: The pipework used to transport treated water to the dialysis machine, together with any
associated tanks, pumps, filters, irradiation units etc. The connections to the dialysis machines also form a part of the
distribution system.

Endotoxin: A group of pyrogenic substances (lipopolysaccharides) that form a structural part of the outer cell wall of
gram-negative bacteria. Under stress or during proliferation, endotoxin can be released from the bacteria. Endotoxins
belong to the group of cytokine inducing substances and can cause fever, rigors, hypotension (in some cases followed by
shock), multi-organ failure and even death if they enter the circulation.

Endotoxin units: Endotoxin levels are measured in terms of biological activity as Endotoxin Units (in the US) or
International Units per ml. The units are related to the activity of a standard E. coli endotoxin. In 1997, the American
and European Pharmacopoeias adopted a harmonised standard so that the EU and 1U are now identical.

Exotoxin: Proteins secreted by micro-organisms to destabilise the function of their host. Exotoxins are smail molecules
with very specific actions, such blocking neural transmission or inhibiting protein synthesis. They may stimulate the
body’s immune system like endotoxins, but they cannot be detected by the LAL-test.

LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) test: An assay used to detect endotoxins, which exploits the immune response of
the horse shoe crab (Limulus polyphemus).

Microbiological contamination: Contamination with any form of micro-organism (e.g. bacteria, yeast, fungi and algae)
and/or with the by-products of living or dead organisms such as endotoxins and exotoxins, such as microcystin, which
is derived from blue-green algae.

Peptidoglycans: These pyrogenic substances are found in the cell walls of gram-positive bacteria in much higher
quantities than in gram-negative bacteria. Peptidoglycans cannot be detected by the LAL-test but they can be assayed
using Silkworm Larvae Reagent. Due to their ability to induce cytokines from blood cells they also can be analysed
quantitatively by measuring the release of IL-1Ra (Interleukin-1-receptor-antagonist) in whole blood.

Point-of-use filtration: Filtration of the water and dialysis fluid at the dialysis machine to produce ultrapure dialysis fluid.
Most current systems pass the dialysis fluid through at least two filters.

Pyrogen: A substance that can cause fever (elevation of body temperature to > 37.8 °C). Symptoms of a pyrogenic
reaction may include chills, rigors, nausea, vomiting and hypotension.

Substitution (replacement) fluid: Very highly purified fluid produced from ultrapure dialysis fluid. Substitution fluid,
which can be infused directly into the blood, must be sterile and non-pyrogenic. Guidelines on monitoring the quality of
substitution fluid are given in Circulaire DGS/DH/AFSSAPS No 311 and SLS 2001 (see 1.1.3). The effects of treatment
mode and patient size on allowable endotoxin levels are discussed in reference 1.

Ultrapure dialysis fluid: Highly purified dialysis fluid that can be used in place of conventional dialysis fluid. The
definition of ultrapure dialysis fluid varies and probably reflects practical detection limits. The specification for ultrapure
water used in the FRA/EDTA Guidelines, i.e. < 0.1 CFU/ml and < 0.03 IU/ml, is often used as a specification for ultra-
pure dialysis fluid. EDTNA/ERCA accept this specification, on the basis that ultrapure dialysis fluid must be further puri-
fied to produce substitution fluid.

Water treatment system: The entire system, including purification devices, pumps, monitoring systems and distribution
systems, from the incoming water supply to the point of use.

Introduction

The ERA-EDTA Best Practice Guidelines for Dialysis Fluid Purity specify that water for the production of dialysis fluid
should meet or exceed the requirements of the European Pharmacopoeia. References 2 to 6 of this document review the
clinical arguments for the use of high quality dialysis fluid, a2 more extensive discussion and bibliography is provided in
the ERA-EDTA Guidelines.

EP Monograph 1167 requires that water used for diluting concentrated haemodialysis solutions should have a total viable
aerobic count of less than 100 CFU/ml and that the concentration of endotoxin should be less than 0.25 1U/ml.

The European Pharmacopoeia monograph for solutions for haemodialysis (EP 0128) does not give a clear requirement
for the level of endotoxin in prepared dialysis fluid. The manufacturer of a concentrated solution must ensure that
the solution has an endotoxin level of less than 0.5 IU/ml at the dilution used for dialysis. This could be interpreted as a
limit of 1.25 IU/ml for bicarbonate dialysis fluid (where two concentrates are used), i.e. 0.5 IU/ml from each diluted
concentrate plus 0.25 1U/ml from the water. This limit has not been widely adopted and, in practice, a much lower level
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of contamination is easy to achieve so there is no reason why the dialysis fluid should not comply with the requirements
of EP 1167 for microbiological contamination.

Lower levels for viable organisms and endotoxin in the water and/or dialysis fluid may be specified locally. Where
ultrapure fluid is required, the limits will normally be < 0.1 CFU/ml and < 0.03 1U/ml.

This document provides practical guidance to help dialysis units produce water for dialysis that meets or exceeds the
requirements for microbiological contamination in EP 1167, and for monitoring the quality of water and dialysis fluid.
Although the guidelines are primarily intended for in-centre dialysis, the principles apply to home haemodialysis and
self-care units, but the frequency of monitoring may have to be adapted.

The EP does not provide limits or suggest tests for other bacterial ‘by-products’, such as exotoxins or peptidoglycans. The
Silkworm Larvae Reagent Assay (7) can be used to check for peptidoglycans if a substantial proportion of the bacteria in
the water or. dialysis fluid are gram positive. The growth of all micro-organisms should be minimised to reduce the
levels of known and unknown harmful contaminants generated by living and dead organisms. Minimisation of bacterial
growth is possible with good quality assurance (see Appendix).

For regulatory purposes, it is necessary to specify an ‘acceptable’ level of contamination, but there is mounting evidence
to suggest that exposure to relatively low levels of endotoxin causes chronic inflammation and contributes to amyloido-
sis (8,9). There is increasing evidence linking inflammation to cardiovascular disease in the general public but the effect
of inflammation on rates of mortality and morbidity in haemodialysis patients is still under debate. To be certain that the
health of patients is not being compromised, dialysis units should aim to minimise their exposure to any detectable level
of endotoxin.

Ideally, a water treatment and distribution system installed today should be designed to meet the requirements that will
be in place in 7 to 10 years time. Whilst it is not possible to predict what the standard for dialysis-quality water will be
in the future, it is likely that the maximum allowed levels of bacteria and endotoxin will be reduced. The ERA-EDTA
guidelines advise dialysis units to work towards supplying ultrapure fluid routinely for all dialysis modalities.

Tighter control of microbiological contamination can only be achieved where the water distribution system is designed
for very frequent automated disinfection. Frequent disinfection may be costly, but it will improve the water quality.
Frequent monitoring to check for problems in a badly designed system is also costly, but testing does not improve
quality (see Appendix). The extra cost of installing a system with automated daily heat disinfection is minimal when
calculated as a cost per treatment over the lifetime of the plant.

Guidelines

Design and disinfection

Water treatment systems should be designed to be capable of producing water that meets the requirements for
dialysis with a sustainable level of maintenance.

The water treatment system should be designed to minimise the formation of biofilm. Pipework with a smooth surface
that resists corrosion and does not crack with age should be used for the distribution system. Internal ridges
and/or grooves at the joints in the pipework should be minimised. Dead spaces and regions with low flow should be elim-
inated where possible. Where dead-end connectors to dialysis machines are used, they should be as short as possible.
Storage tanks in the distribution system provide a low flow zone where biofilm can form easily and should be avoided
where possible. If treated water must be stored, the tank(s) should be designed to minimise bacterial growth and facili-
tate routine disinfection. An option to switch to direct feed by bypassing the tank is recommended.

The water treaument system should be designed to allow routine disinfection of the entire system, including the distrib-
ution pipework. An appropriate disinfection programme should be established when the system is installed or modified
(see Appendix). The schedule may be based on information available for similar installations. Where no information is
available, the reverse osmosis system and distribution pipework should be disinfected at least once a month.

The method of disinfection (heat or chemical) should be validated for use with the materials used in the distribution
system. The disinfection programme should include the connections to the dialysis machines.

Rationale: Biofilm is the cause of persistent bacterial contamination of water and dialysis fluid (10). Connection and
disconnection of dialysis machines and other devices mean that contamination of the distribution system with environ-
mental bacteria cannot be avoided. If allowed to proliferate, the bacteria will form 2 biofilm. An established biofilm can
be difficult, if not impossible to remove (11,12) [Evidence].

Frequency of microbiological testing

Water used for haemodialysis should be tested routinely to verify the efficacy of the disinfection programme, and
to ensure that the water meets the requirements of the Furopean Pharmacopoeia (total viable count < 100 CFU/ml
and endotoxin level < 0.25 IU/mD) or the local specifications for purity.
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Microbiological testing should be used to monitor the efficacy of the disinfection programme. When a water treatment
system and/or distribution system is installed, the microbiological quality of the treated water should be checked at least
once a week as part of the procedure for validating the disinfection programme. After validation, microbiological testing
should be carried out at least once a month.

Trends in the test results should be monitored carefully, so testing must be frequent enough to pick up changes. If the
wrends show that the disinfection programme is not adequately controlling the proliferation of bacteria, the interval
between disinfections should be reduced. Action should be initiated to reduce contamination before the allowed limits
are reached (e.g. when the bacteria level exceeds 25 CFU/ml or the endotoxin level exceeds 0.125 IU/mi).

If a biofilm has become established, the test results should be treated with caution (see 1.1.8). The bacterial counts will
drop after disinfection but may rebound soon after. High endotoxin levels and the appearance of fungi and yeasts in
the water also indicate the presence of biofilm. Swabs taken from internal surfaces of the pipework can be cultured to
confirm that a biofilm has formed. It may be possible to control the biofilm with extended disinfection times and/or more
aggressive cleaning agents. If the levels of microbiological contamination remain high, the cause should be determined
and the components responsible replaced.

Rationale: Good manufacturing, laboratory and clinical practices separate monitoring from control methods. In this case,
the control of bacteria levels is the disinfection that takes place at regular intervals. Microbiological testing is the
independent monitoring method [Opinion}.

Sampling location, timing and techniques

Samples should be taken from the distributio tem at the time and location expected to_give ighest level
of contamination, usin desi for taking microbiological samples, and tested withi ou
Microbiologjcal contamination may vary with the consumption of water. Where treated water is stored, the levels may be
higher following non-dialysis days. Samples should be taken at a consistent time, which should be when the levels are
expected to be high.

A study of the variation of contamination with time should be carried out in order to establish the most appropriate
sampling schedule. It may be necessary to repeat this study if the system is modified or the pattern of water consump-
tion changes.

Samples should be taken from the point(s) expected to have the highest bacterial load, normally the end of the distribu-
tion loop, or the last machine point in a dead-end system, where the flow is lowest. If there are dead-end connections to
the dialysis machines, samples should also be taken from the tubing to the machine. A sampling port designed for
collecting samples for microbiological testing (e.g. an in-line septum port allowing mid-stream samples to be taken with
a syringe) should be installed at this location. The manufacturer of the port should provide a validated procedure for
taking samples.

If samples are taken from taps, the tap should be flame sterilised or chemically disinfected (e.g. by soaking with 70%
ethanol or 80-90% isopropyl alcohol and allowing the alcohol to evaporate). When the tap is opened, at least 2 litres of
water should be run off at a high flow before taking the sample. The sample should be taken without touching the tap as
any movement of the valve may release biofilm.

Samples of dialysis fluid should also be taken from ports designed for collecting samples for microbiological testing,
ideally a septum port in the line between the machine and the dialyser.

For endotoxin tests, the sample containers must be sterile and endotoxin-free, and made from material that does not
adsorb endotoxin. Polystyrene does not normally adsorb endotoxin, while polypropylene should be avoided. Advice on
containers should be sought from the laboratory carrying out the LAL tests or from the suppliers of LAL reagent.
Ideally, water samples should be tested immediately for bacteria and endotoxin. If the samples cannot be tested immedi-
ately they should be kept cool (< 10 °C), but not frozen. Where testing has to be delayed for more than 6 hours, the
storage conditions should be validated. If necessary, dialysis units should consider training staff to test samples in-house.
The LAL gel-clot test can be carried out relatively easily in a dialysis unit. The suppliers of the LAL reagent will
normally provide training in the testing and validation procedures. Any in-house procedure for culturing bacteria
should be validated by an accredited Microbiology Laboratory.

Rationale: Variation of microbiological contamination with consumption is more likely to occur in systems with storage
tanks. It is important to establish the normal variability in levels to avoid misinterpreting results [Opinion].

Samples taken from taps may have poor reproducibility In an EDTNA/ERCA study, several units measured higher
endotoxin levels in samples taken from taps in the distribution circuit than from septum ports in the tubing to the
dialysis machine (13). If samples must be stored, they should be kept cool to stabilise the level of bacteria. Repeated
freezing can reduce the measurable endotoxin level. If it is necessary to transport samples on dry ice, the storage
conditions should be validated [Opinion].
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Techniques for culturing water borne micro-organisms

A culturing technique that is_proven to_give a good_recovery of bacteria from purified water should be used.
Levels of fungi and yeast should be monitored periodically using an_appropriate technique.

Bacteria levels in water and dialysis fluid should be monitored using a culturing technique that is proven to give good
recovery of bacteria from clean water.

The general technique for “microbiological examination of non-sterile product” described in the European Pharmacopoeia
(Section 2.6.12) is not appropriate for dialysis water. The evidence suggests that a low nutrient agar, such as Tryptone
Glucose Extract Agar or Reasoner’s 24, should be used (14-16) and that samples should be incubated for at least 7 days
at room temperature (17). These conditions have been shown to give good recovery for most environmental bacteria
found in purified water. Some species are better adapted for growth at a higher temperature and/or on richer media, but
the long incubation time will allow most of these to grow.

1f local regulations require testing for specific organisms (e.g. Pseudomonas aeruginosa) with a specially adapted agar, a
separate test should be conducted.

The inoculation volume should be chosen according to the allowed limit and the expected count. When testing to the
requirements of EP 1167, a spread or pour plate inoculated with 1 to 5 ml of water is recommended. If the water is
highly contaminated it can be diluted with water for injection to give a count. When testing ultrapure watet, a sample of
at least 100 mls should be filtered using a sterile 0.2 micron filter. The filter should then be cultured using the conditions
above.

The number of colony forming units should be counted in a consistent way. Careful visual inspection under bright
lighting is sufficient.

The European Pharmacopoeia does not give a specific limit for fungi and yeasts, as they are grouped in the total viable
aerobic count. The Svensk likemedelsstandard 2001 specifies a limit of 10 CFU/ml.

To monitor levels of fungi and yeasts, a large sample volume is normally required because these organisms adhere well to
surfaces and appear at very low levels in the flowing water. The sample should be filtered through a 0.2 micron filter.
Fungi and yeasts need more nutrients than bacteria and grow better on a richer agar (such as Malt Extract Agar or
Sabouraud’s Dextrose Agar). Incubation should be for 7 days at room temperature. It can be of interest to incubate plates
for longer as some organisms, such as fungi, may take more than 7 days to grow. Testing for yeasts and fungi may be less
frequent than for bacteria where levels of these organisms are consistently very low. They should not appear at all in a
well-maintained system and are rarely seen in any system in the first year or so of operation.

Rationale: Comparisons of different test methods indicate that the recovery of bacteria from water used for dialysis is
highest when a low nutrient agar, a long incubation time and a low temperature is used [Evidence].

The Swedish and French Standards listed in 1.1.3, and the ERA-EDTA Best Practice Guidelines, recommend testing for
bacteria by incubating on Tryptone Glucose Extract Agar (TGEA) or Reasoners 2A at 20-22 °C. The Swedish Standard
recommends incubation for 5 days, the other documents prefer 7 days. The 7 day incubation is generally more conve-
nient (as counts over the weekend can be avoided) and gives better recovery.

The above method should be regarded as the standard for water. Additional methods that are in current use, e.g. Cled
agar or blood agar at 35-37 °C for at least 5 days, may be of interest but should not replace the standard. New techniques
that give comparable or better recovery with a shorter incubation time must be validated against the standard method
[Evidence and opinion].

Measuring endotoxin levels in water and dialysis fluid

Endotoxin levels should be measured using Limulus Amoebocyte Lysate (LAL) by the gel-clot, turbidimetric or
chromogenic method, or an equivalent test.

Bacterial endotoxin levels should be monitored using the Limulus Amoebocyte Lysate (LAL) assay, as recommended in
the Furopean Pharmacopoeia (Section 2.6.14). All the established techniques (gel-clot, turbidimetric and chromogenic)
for LAL testing can be used for testing water for haemodialysis. Alternative techniques may be used provided they have
been validated at endotoxin levels of 0.25 TU/ml or below.

The simplest form of 1AL assay is the gel-clot test, which can be performed in the dialysis unit, provided staff have
received the necessary training. It gives a pass-fail result, which is sufficient for testing water with a stable endotoxin level,
but it can be made semi-quantitative by diluting the sample with endotoxin-free water.

The kinetic LAL tests (chromogenic, turbidimetric) measure the quantity of endotoxin in each sample directly,
provided it is within the calibrated range. The kinetic tests are not often used in dialysis units as the equipment required
is expensive and has significant operating overheads.

Dialysis fluid should be tested routinely for endotoxin to monitor the efficacy of the dialysis machine disinfection proce-
dure. If the endotoxin levels in the dialysis fluid are significantly higher than in the water feeding the machine, the
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disinfection schedule or the method used should be modified. If all machines are subject to the same procedures then a
representative sample of machines can be tested each month.

Dialysis fluid samples should also be tested if a patient experiences a pyrogenic reaction during dialysis. A gel-clot test
can be performed in about 1 hour to clarify the origin of the reaction.

When the LAL test is used to monitor endotoxin in dialysis fluid, the sample should be diluted at least 1:1 with
endotoxin-free water to prevent interference with the clotting mechanism due to the bicarbonate (13). Note that LAL test
works over a limited pH range so that it cannot be used to test the acid component of the dialysis fluid.

Rationale: From a clinical viewpoint, it is more important to test water and dialysis fluid for endotoxin than for
bacteria, as bacteria do not pass through an intact dialyser membrane. There is still controversy over the transmembrane
passage of bacteria-derived substances, but smaller bacterial endotoxins have been shown to cross all types of membrane
(2,18-21). Hydrophobic high-flux membranes (such as polysulphone) can adsorb low molecular weight endotoxins (22),
but the backfiltration zone that usually occurs in high flux dialysers could allow these molecules to pass into the blood
if there is any damage to the membrane [Evidence].

The LAL assay is the method recommended for endotoxin testing by the European Pharmacopoeia, and is widely used to
test non-pyrogenic products in the pharmaceutical industry. However, staff should be aware that the LAL assay will not
detect all pyrogenic substances derived from bacteria (7,23).

Outcome measures

The implementation of this guideline should be audited by reviewing the record of bacterial counts and endotoxin
measurements over time. The record should show planned test dates, actual test dates and the results obtained.
Adherence to the disinfection schedule should also be audited.

If routine measurements of pre and post dialysis body temperature and/or markers of inflammation such as C-reactive
protein (CRP) are available for unselected groups of patients, these should be audited periodically to look for trends that
may be related to water quality. Non-routine measurements, and measurements made only on selected (‘at-risk’) patients
must not be used for this purpose.

The dialysis unit should have documented procedures that come into effect when the Furopean Pharmacopoeia (or local)
limits for contamination are exceeded. The ERA-EDTA Best Practice Guidelines state that the procedures should include
temporary closure of the dialysis unit when the safe limits for contaminants are exceeded. The content of these proce-
dures must be reviewed regularly. The ability of staff to implement the procedures effectively should also be checked.
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Appendix: Quality assurance or Quality control?

Quality assurance (QA), applied to production of water for dialysis, means designing and maintaining the entire system
for the production and distribution of purified water to a standard that ensures that the water meets or exceeds the
requirements of the European Pharmacopoeia. This will include preventing the proliferation of bacteria. In the context of
quality assurance, bacteria levels are monitored for the purpose of audit only.

QA is provided by modern water distribution systems with high quality pipework, minimal dead space and automated
heat disinfection. Daily or twice weekly disinfection is required to prevent bacteria growth on the surfaces of the
distribution system. In most units this is feasible only with an automated disinfection procedure that is easy for dialysis
unit personnel to use. Heat disinfection is amenable to automation and can be left unattended. It also eliminates the need
1o handle chemicals and carties no risk for the patients as all the dialysis machines have high temperature alarms.
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Internal quality control (QC) involves the analysing of samples to find out if they meet the criteria for acceptability. I
a sample fails the QC test, appropriate action is taken. When monitoring water for dialysis, QC measurements showing
a increasing trend in counts may be used to adapt the maintenance schedule, for example by initiating a disinfection.
Most water distribution systems in current use were designed with no provision for routine disinfection or for cold
chemical disinfection at long intervals. With such systems, bacteria are allowed to proliferate and QC tests are required
to check that the water quality is acceptable. When contamination exceeds the allowed limits, the bacteria must be
destroyed. The disinfection processes required are time consuming (and have to be undertaken outside normal operating
hours) and are not without risk to the staff and patients.

These systems are difficult to keep clean because bacterial biofilm can build up during the interval between disinfections,
and because the disinfectant cannot penetrate biofilm and destroy bacteria that are deeply embedded. They are also very
difficult to monitor effectively becanse bacteria levels obtained by culturing the viable organisms in a mid-stream sample
gives a very limited indication of the number of bacteria in the system.

Even with the best incubation techniques, there will be some bacteria that do not grow and some colony forming units
that contain more that one viable organism. And even if the culture technique could recover every organism in the
flowing water, it cannot show the extent to which the distribution system is colonised. To understand this, it is necessary
10 gain some insight into the life of micro-organisms and the difficult job of the microbiologist.

Nutrients are mainly organic molecules with electrical charges that are atiracted to surfaces. Bacteria will try 1o adhere
to surfaces to be where their food is — the ones that fall off are the losers. Species that adhere well will rarely be seen
in the flowing water. Pieces of biofilm that come unstuck will contain many cells, but will appear as ‘1 CFU". So the
microbiologist performing the QC tests sees only the colonies formed from the pieces of biolm that have been lost from
the surface that will grow in his cultivation conditions. This is a tiny fraction (perhaps 1/100000) of the actual number
in the system.

Internal QC can be used to keep the measured level of microbiological contamination below the EP limits it relies on the
ability of staff to keep the growth of bacteria under control. Over the lifetime of a system this will inevitably become more
difficult. With the QA approach, there is no build-up of resistant biofilm, so there is no reason why the system should
not continue to produce high quality water as long as the maintenance schedule is followed.
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Lineamientos EDTNA/ERCA:

Seccidn técnica

1 Aseguramiento de la calidad del agua para dialisis y del liquido de dialisis

11 Lineamientos para el control y monitoreo de la contaminacion microbiolégica del

agua para dialisis

1.1.1 Alcance

Estos lineamientos se aplican al control y monitoreo de contaminacion microbioldgica

en:

« agua usada para preparar liquido de dialisis en todos los ambitos, incluyendo la
casa de los pacientes y las unidades de cuidados intensivos

¢ agua usada para la produccién interna de concentrados liquidos

« aguausada para reprocesamiento de dializadores

e agua usada para preparar liquido de dialisis ultrapuro por equipos que dispongan
de filtracion de punto de uso adicional

Estos lineamientos deben tenerse en cuenta cuando se disefien y modifiquen los

sistem.as de tratamiento de agua y distribucion. La calidad microbiolégica es afectada

por todos los componentes del sistema de tratamiento de agua, desde los

dispositivos de pretratamiento hasta el punto de uso. Los proveedores de todos los

componentes deben asegurarse de que sus productos son compatibles con estos

lineamientos. Cuando se ensambla la instalacion completa usando componentes de

diferentes proveedores, el personal de la unidad renal debe asumir toda la

responsabilidad de la implementacidn de los lineamientos.

La calidad microbiolégica del agua durante la vida del sistema dependerd del

mantenimiento. La responsabilidad por la especificacion y validacion del método y la

frecuencia de desinfeccion puede estar en un proveedor o en el personal de la

unidad renal. Esto debe establecerse antes de que el sistema se ponga en uso.



Aunque el manejo diario de la calidad del agua usada para didlisis se delega
normalmente en el personal técnico, la responsabilidad final de la calidad del agua
estara en el médico o farmacéutico responsable del servicio de dialisis, o en el equipo
encargado, de acuerdo con las regulaciones nacionales. Para reflejar este proceso
multidisciplinario, estos lineamientos han sido revisados y aprobados por la Sociedad
Europea de Organos Artificiales (ESAO) y por la Asociacion Renal Europea/Asociacién

Europea de Dialisis y Trasplantes (ERA-EDTA).

1.1.2 Excepciones
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Estos lineamientos no aplican para el agua usada en la preparacion de liquido de
dialisis disponible comercialmente o liquido de sustitucidon suministrado en bolsas

estériles.

Estandares y lineamiento aplicables

Monografia 1167:1997 (corregida en 2000, reimpresa en 2001) Haemodialysis
solutions, concentrated, water for diluting. Farmacopea Europea Suplemento 2001.
Monografia 0128:2000: Haemodialysis, solutions for. Farmacopea Europea
Suplemento 2001.

Circulaire DGS/DH/AFSSAPS No 311 relative aux spécifications techniques et a la
sécurité sanitaire de la pratique de I'hémofiltration et de I'hémodiafiltration en
ligne dans les établissements de sainté. [Especificaciones técnicas y seguridad
médica de hemofiltracion y hemodiafiltraciéon en linea utilizadas en instituciones de
salud] 7 de junio de 2000 (Francés).

Tillverkning och hantering av hemodialysvatskor och hemofiltrationsvatskor inon
sjukvarden. [Fabricacion y manipulacién de liquidos para hemodialisis vy
hemofiltracion en la atencion médica] Svensk Idkemedelsstandard (SLS) 2001
(Suecia).

ERA-EDTA European Best Practice Guidelines for Haemodialysis: IV. Dialysis fluid

purity. Nephrology, Dialysis and Transplantation 2002, Supplemento (en imprenta).

 1.1.4 Glosario
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Para el propdsito de estos lineamientos, aplicaran las siguientes definiciones:

Biopelicula: Un recubrimiento sobre superficies que consiste en microcolonias de
bacterias adheridas a una matriz extracelular de proteccion. La matriz, un material
viscoso secretado por las células, protege a las bacterias de antibidticos vy
desinfectantes.

Unidades formadoras de colonia (UFC): Un organismo capaz de replicarse para
formar una colonia distinta, visible en una placa de cultivo. En la practica, una colonia
puede estar formada por un grupo de organismos.

Liquido concentrado para dialisis: Una solucidn de quimicos que, cuando se diluyen
apropiadamente, produce el liquido para didlisis (definicion de IEC 60601-2-16
2.107). Los concentrados pueden comprarse como soluciones listas o como un polvo
que se debe disolver antes de usar. Estan sujetos a los requisitos de la Monografia FE
0128:2000.

Liquido de didlisis: Una soluciéon que pretende intercambiar solutos y/o agua con
sangre durante la hemodialisis o hemodiafiltracién (definicion de IEC 60601-2-16
2.107). El “dialisato” se utiliza cominmente en lugar del liquido para dialisis, aunque
este término debe reservarse para el liquido contaminado que deja el dializador.
Desinfeccion: La destruccién de microorganismos por medios quimicos o fl’sicoé (e.g.
calor o radiacion UV). La desinfeccion es un proceso menos letal que la esterilizacion,
ya que se espera que destruya los microorganismos patégenos mas reconocidos, pero
no necesariamente todos los presentes. La desinfeccidon no elimina la endotoxina u
otros subproductos bacterianos, como las exotoxinas.

Sistema de distribucion: La tuberia, junto con cualquier tanque, bomba, filtro, unidad
de irradiacidon asociados, utilizada para transportar agua tratada a la maquina de
dialisis. Las conexiones a las maquinas de dialisis también hacen parte del sistema de
distribucion.

Endotoxina: Un grupo de sustancias pirégenas (lipopolisacaridos) que forman una

parte estructural de la pared celular exterior de las bacterias Gram negativas. Bajo



estrés o durante la proliferacidn, la endotoxina puede liberarse de la bacteria. Las
endotoxinas pertenecen al grupo de sustancias inductoras de citoquinas y, si entran
en la circulacion, pueden causar fiebre, escalofrios, hipotension (en algunos casos,
seguido por choque), insuficiencia de multiples 6rganos e incluso la muerte

Unidades de endotoxina: Los niveles de endotoxina se miden en términos de
actividad bioldgica como Unidades de Endotoxina (en los EE.UU.} o Unidades
Internacionales por ml. Las unidades estan relacionadas con la actividad de una
endotoxina estandar de E. Coli. En 1997, las farmacopeas americana y europea
adoptaron un estandar armonizado para que las UE y las Ul ahora sean idénticas.
Exotoxina: Proteinas secretadas por microorganismos para desestabilizar la funcién
de su anfitridn. Las exotoninas son pequeiias moléculas con acciones muy especificas,
como bloquear la transmisién nerviosa o inhibir la sintesis de proteinas. Pueden
estimular el sistema inmunolégico del cuerpo como las endotoxinas, pero no pueden
detectarse por la prueba LAL.

Prueba LAL (lisado de amibocitos de Limulus): Ensayo para detectar endotoxinas,
que explota la respuesta inmunoldgica del cangrejo de herradura (Limulus
polyphemus).

Contaminacion microbioldgica: Contaminacion con cualquier forma de
microorganismo (e.g. bacterias, levaduras, hongos y algas) y/o con los subproductos
de organismos vivos o muertos como las endotoxinas y exotoxinas, como la
microcistina, que se deriva de algas verde azules.

Peptidoglicanos: Estas sustancias pirdgenas se encuentran en mayores cantidades en
las paredes celulares de las bacterias Gram positivas que en las bacterias Gram
negativas. Las peptidoglicanos no pueden detectarse por la prueba LAL, pero pueden
analizarse utilizando el reactivo de larvas de gusano de seda. Dada su capacidad para
inducir citoquinas a partir de células de la sangre, también pueden analizarse
cuantitativamente mediante la medicion de la liberaciéon de IL-1Ra (interleucina-1-

receptor-antagonista) en toda la sangre.
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Filtracién de punto de uso: Filtracién del agua y del liquido de dialisis en la maquina
de didlisis para producir liquido de didlisis ultrapuro. La mayoria de los sistemas
actuales pasan el liquido de didlisis a través de, por lo menos, dos filtros.

Pirégeno: Sustancia que puede provocar fiebre (elevacion de la temperatura corporal
a > 37,8° C ). Los sintomas de una reaccion pirégena pueden incluir escalofrios,
temblores, nauseas, vomitos e hipotension.

Liquidos de sustitucion (reemplazo): Liquido altamente purificado, producido a partir
del liquido de dialisis ultrapuro. El liquido de sustitucidn, que puede administrarse
directamente en la sangre, d.ebe ser estéril y no pirégeno. Los lineamientos para
monitorear la calidad del liquido de sustitucidn se encuentran en la Circulaire
DGS/DH/AFSSAPS No. 311 y SLS 2001 (ver 1.1.3). Los efectos del modo de tratamiento
y el tamafio del paciente en los niveles de endotoxina permitidos se discuten en la
referencia 1.

Liquido de didlisis ultrapuro: Liquido de didlisis altamente purificado que puede
usarse en lugar del liquido de dialisis convencional. La definicién de liquido de dialisis
ultrapuro varia y probablemente refleja los limites practicos de deteccion. La
especificacion usada en los lineamientos ERA/EDTA, i.e. < 0,1 CFU/ml y < 0,03 Ul/mi
para agua ultrapura, se usa a menudo como una especificacién para el liquido de
didlisis ultrapuro. La EDTNA/ERCA acepta esta especificacion sobre la base de que el
liquido de didlisis ultrapuro debe ser mas purificado para producir liquido de
sustitucion.

Sistema de tratamiento de agua: Es todo el sistema, incluyendo los dispositivos de
purificacion, bombas, sistemas de monitoreo y sistemas de distribucién, desde el

suministro de agua entrante hasta el punto de uso.

1.1.5 Introduccion

Los lineamientos de las mejores practicas para la pureza del liquido de dialisis de ERA-
EDTA especifican que el agua para la produccién del liquido de didlisis debe cumplir o
superar los requisitos de la Farmacopea Europea. Las referencias 2 a 6 de este

documento resefian los argumentos clinicos para usar el liquido de dialisis de alta

42



calidad, se suministra bibliografia y un andlisis mas extenso en los lineamientos ERA-
EDTA.

La Monografia FE 1167 exige que el agua usada para diluir soluciones concentradas de
hemodidlisis tenga un recuento total de aerobios viables de menos de 100 CFU/ml. y
que la concentracion de-endotoxina sea menor a 0,25 Ul/ml.

La monografia de la Farmacopea Europea para soluciones de hemodialisis (FE 0128)
no proporciona un requisito claro del nivel de endotoxina en el liquido de dialisis
preparado. El fabricante de una solucidén concentrada debe asegurarse de que la
solucién tenga un nivel de endotoxina menor a 0,5 Ul/ml. en la dilucién utilizada para
didlisis. Esto puede interpretarse como el limite de 1,25 Ul/ml. para el liquido de
didlisis de bicarbonato (donde se usan dos concentrados), i.e. 0,5 Ul/ml. de cada
concentrado diluido mas 0,25 Ul/ml. del agua. Este limite no ha sido adoptado
ampliamente y, en la practica, es facil alcanzar un nivel mucho mas bajo de
contaminacidn, asi que no hay razén para que el liquido de dialisis no cumpla con los
requerimientos de FE 1167 relacidnados con fa contaminacién microbioldgica.
Localmente deben especificarse los niveles mas bajos de organismos viables y de
endotoxina en el agua y/o en el liquido de diélisis. Donde se requiera liquido
ultrapuro, los limites normales seran < 0,1 CFU/ml. y < 0,03 Ul/ml.

Este documento proporciona una guia practica para ayudar a las unidades de dialisis a
producir agua para dialisis que cumpla o supere los requisitos de contaminacion
microbioldgica de la FE 1167, y para monitorear la calidad del agua y el liquido de
dialisis. Aunque los lineamientos estdan destinados principalmente para los centros de
didlisis, los principios aplican para hemodidlisis domiciliaria y unidades de
autocuidado, pero la frecuencia de monitoreo tendra que adaptarse.

La FE no proporciona limites o sugiere pruebas para otros “subproductos”
bacterianos, como las exotosinas o los peptidoglicanos. El ensayo reactivo de larvas
de gusano de seda (7) se puede utilizar para detectar peptidoglicanos si una
proporcidn sustancial de las bacterias en el agua o en el liquido para dialisis son Gram
positivas. El crecimiento de todos los microorganismos debe minimizarse para reducir

los niveles de contaminantes daiiinos conocidos y desconocidos generados por
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organismos vivos 0 muertos. La minimizacion del crecimiento bacteriano es posible
con la garantia de buena calidad (ver Anexo).

Para efectos regulatorios, es necesario especificar un nivel “aceptable” de
contaminacion, pero cada vez hay mas evidencia que sugiere que la exposicion a
niveles relativamente bajos de endotoxina causa inflamacidn crénica y contribuye a la
amiloidosis (8.9). Existe una creciente evidencia que vincula la inflamacién con la
enfermedad cardiovascular en la poblacion en general, pero el efecto de la
inflamacién en las tasas de mortalidad y morbilidad de pacientes en hemodialisis
sigue siendo objeto de debate. Para estar seguros de que la salud de los pacientes no
estd en peligro, las unidades de didlisis deben tratar de minimizar su exposicién a
cualquier nivel detectable de endotoxina.

Lo ideal es que un tratamiento de agua y el sistema de distribucién instalado hoy en
dia estén disefiados para cumplir con los requerimientos vigentes de aqui a 7 o 10
afios. Aungque no es posible predecir cual serad el estandar del agua de calidad para
dialisis en el futuro, es probable que los niveles maximos permitidos de bacterias y
endotoxinas se reduzcan. Los lineamientos ERA-EDTA asesoran a las unidades de
didlisis para trabajar hacia el suministro rutinario de liquido ultrapuro en todas las
modalidades de didlisis.

Un control mas estricto de la contaminaciéon microbioldgica sélo se alcanzard cuando
el sistema de distribuciéon del agua esté disefiado para una frecuente desinfeccion
automatizada. La desinfeccidn frecuente puede ser costosa, pero mejorara la calidad
del agua. El monitoreo frecuente para detectar problemas en un sistema mal
disefiado también es costoso, pero el analisis no mejora la calidad (ver Anexo). El
costo extra de instalar un sistema con una diaria desinfeccion térmica automatizada
es minimo cuando se calcula como un costo por tratamiento durante toda la vida util

de la planta.



1.1.6 Lineamientos

1.1.6.1 Disefio y desinfeccion

Los sistemas de tratamiento de agua deben disefiarse para ser capaces de producir

agua que cumpla con los requerimientos para didlisis con un nivel sostenible de

mantenimiento.

El sistema de tratamiento de agua debe disefiarse para minimizar la formacion de la
biopelicula. Las tuberias con una superficie lisa, que resista la corrosion y que no se
agriete con los afios, deben usarse para el sistema de distribucion. Los bordes y
muescas internos en las uniones de las tuberias deben minimizarse. Los espacios
muertos y las regiones con bajo flujo .deben eliminarse cuando sea posible. Donde se
utilicen conectores sin salida para maquinas de didlisis, estos deben ser tan cortos
como sea posible.

Los tanques de almacenamiento del sistema de distribucion proporcionan una zona
de bajo flujo donde puede formarse biopelicula facilmente y, en lo posible, debe
evitarse. Si el agua tratada debe almacenarse, el(los) tanque(s) debe estar disefiado
para minimizar el crecimiento de bacterias y facilitar una rutina de desinfeccion. Se
recomienda una opcidn para cambiar a alimentacién directa sin que pase por el
tanque.

El sistema de tratamiento de agua debe disefiarse para permitir una rutina de
desinfeccion total del sistema, incluyendo la tuberia de distribucion. Se debe
establecer un programa de desinfeccidon adecuado cuando el sistema se instale o se
modifique (ver Anexo). El programa puede basarse en informacion disponible para
instalaciones similares. Cuando no se disponga de informaciodn, el sistema de dsmosis
inversa y la tuberia de distribucién deben desinfectarse al menos una vez al mes.

El método de desinfeccion (térmico o quimico) debe validarse para ser usado con los
materiales utilizados en el sistema de distribucién. El programa de desinfeccion debe
incluir las conexiones a las maquinas de dialisis.

Razon: La biopelicula es la causa de la persistente contaminacién bacteriana del agua

y el liquido para didlisis (10). Conectar y desconectar las maquinas de dialisis y otros



dispositivos significa que no se puede evitar la contaminacidon del sistema de
distribucion con las bacterias ambientales. Si se les permite proliferar, las bacterias
formaran una biopelicula. Una biopelicula asherida puede ser dificil, sino imposible,

de eliminar (11,12) [Evidencia).

1.1.6.2 Frecuencia de analisis microbioldgicos

El agua utilizada para hemodialisis debe analizarse rutinariamente para verificar la

eficacia del programa de desinfeccion, y para asegurarse de que el agua cumpla con

los requerimientos de la Farmacopea Europea (recuento viable total < 100 XFU/ml.

y nivel de endotoxina < 0.25 Ul/ml.) o con las especificaciones locales de pureza.

Los analisis microbiolégicos deben usarse para monitorear la eficacia del programa de
desinfeccién. Cuando se instala un sistema de tratamiento de agua y/o un sistema de
distribucion, la calidad microbiolégica del agua tratada debe comprobarse al menos
una vez a la semana como parte del proceso para validar el programa de desinfeccion.
Después de la validacion, los andlisis microbiolégicos deben llevarse a cabo al menos
una vez al mes.

Las tendencias en los resultados del analisis deben monitorearse cuidadosamente, asi
que los andlisis deben ser lo suficientemente frecuentes para identificar cambios. Si
las tendencias muestran que el programa de desinfeccidn no estd controlando
adecuadamente la proliferacién de bacterias, el intervalo entre las desinfecciones
debe reducirse. Se deben iniciar acciones para reducir la contaminaciéon antes de
alcanzar los limites permitidos (e.g. cuando el nivel de bacterias excede los 25
CFU/ml. o el nivel de endotoxinas excede las 0,125 Ul/ml.).

Si una biopelicula se ha adherido, los resultados del andlisis deben tratarse con
precaucion (ver 1.1.8). Los recuentos bacterianos caeran después de la desinfeccidn
pero pueden recuperarse poco después. Los altos niveles de endotoxina y la aparicidn
de hongos y levaduras en el agua también indican la presencia de biopelicula. Las
muestras tomadas de las superficies internas de la tuberia pueden cultivarse para
confirmar que se ha formado una biopelicula. Puede ser posible controlar la

biopelicula con tiempos de desinfeccion prolongados y/o agentes de limpieza mas
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agresivos. Si los niveles de contaminacion microbioldgica permanecen altos, la causa
debe determinarse y se deben sustituir los componentes responsables.

Razon: Buenas practicas de fabricacion, de laboratorio y clinicas separan a los
métodos de monitoreo de los de control. En este caso, el control de los niveles
bacterianos es la desinfeccidon que se lleva a cabo en intervalos regulares. El analisis

microbiologico es el método de monitoreo independiente [Opinion].

1.1.6.3 Localizacion, frecuencia y técnicas de muestreo

Las muestras deben tomarse del sistema_de distribucién en el momento y el lugar

que de el mas alto nivel de contaminacidn, usando un puerto disefiado para la toma

de muestras microbioldgicas, y analizado dentro de 6 horas.

La contaminacion microbioldgica puede variar con el consumo del agua. Cuando el
agUa tratada se almacena, los niveles pueden ser mas altos los dias siguientes de no
didlisis. Las muestras deben tomarse a la misma hora, que debe ser cuando se espera
que los niveles estén altos.

Debe llevarse a cabo un estudio de la variacion de contaminacion con el tiempo para
establecer el horario mds adecuado para el muestreo. Puede ser necesario repetir
este estudio si el sistema se modifica o si el patron de consumo de agua cambia.

Las muestras deben tomarse desde el{los) punto(s) que se espera que tenga la mayor
carga bacteriana, normalmente al final del ciclo de distribucion, o en el dltimo punto
de la maquina, en un sistema de punto muerto, donde el flujo es mas bajo. Si hay
conexiones de punto muerto a las maquinas de didlisis, las muestras deben tomarse
des_de el tubo a [a maquina. En esta ubicacion débe instalarse un puerto de muestreo
disefiado para la recoleccion de muestras para analisis microbioldgicos (e.g. uh puerto
de tabique en serie que permita tomar muestras de la corriente media con una
jeringa). El fabricante del puerto debe proporcionar un procedimiento validado para
la toma de muestras.

Si las muestras se toman de la llave de paso, esta debe ser esterilizada con llama o
desinfectarse quimicamente (e.g. remojandolo con 70% de etanol u 80-90% de

alcohol isopropilico y dejando evaporar el alcohol). Cuando la llave se abre, debe



11

correr al menos 2 litros de agua con un flujo alto antes de tomar la muestra. La
muestra debe tomarse sin tocar la llave pues cualquier movimiento de la valvula
puede liberar biopelicula.

Las muestras de liquido para didlisis también deben tomarse de los puertos disefiados
para la recoleccién de muestras para analisis microbiolégicos, idealmente un puerto
de tabique en la linea entre la maquina y el dializador.

Para los analisis de endotoxinas, los recipientes de muestras deben estar esterilizados,
libres de endotoxinas y hechos con materiales que no absorban endotoxinas.
Generalmente el poli-estireno no absorbe endotoxinas, mientras que el polipropileno
debe evitarse. Debe buscarse asesoria sobre los recipientes, por parte del laboratorio
que realizard las pruebas LAL o de los proveedores del reactivo LAL.

Idealmente, las muestras de agua deben analizar inmediatamente el indice de
bacterias y endotoxinas. Si las muestras no pueden analizarse inmediatamente, deben
mantenerse refrigeradas (< 10°C), mas no congeladas. Cuando el analisis se retrase
mas de 6 horas, las condiciones de almacenamiento deben validarse. De ser
necesario, las unidades de dialisis deben considerar la capacitacidon del personal para
analizar las muestras internamente.

La prueba LAL del coagulo del gel puede Ilevarse a cabo relativamente facil en una
unidad de dialisis. Los proveedores del reactivo LAL usualmente proporcionaran
entrenamiento en los procesos de analisis y validacién. Cualquier procedimiento
interno para cultivar bacterias deben validarse por un Laboratorio de Microbiologia
acreditado.

Razon: Es mas probable que ocurra una variacién en la contaminacién microbioldgica

con consumo en sistemas con tanques de almacenamiento. Es importante establecer

la variabilidad normal en los niveles para evitar la mal interpretacion de los resultados
[Opinidén].

Las muestras tomadas de las Illaves pueden tener una baja reproducibilidad. En un
estudio de la EDTNA/ERCA, varias unidades midieron mayores niveles de endotoxina
en muestras tomadas de llaves del circuito de distribucidon que en las tomadas de los

puertos de tabique en los tubos a la maquina de didlisis (13). Si las muestras deben
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almacenarse, deben mantenerse refrigeradas para estabilizar el nivel de bacterias. La
congelacién repetida puede reducir el nivel de endotoxina mensurable. Si es
necesario transportar muestras en hielo seco, las condiciones de almacenamiento

deben validarse [Opinion].

1.1.6.4 Técnicas para el cultivo de microorganismos transmitidos por el agua

Se debe utilizar una técnica para el cultivo que haya demostrado _dar una buena

recuperacion de bacterias del agua purificada. Se deben monitorear periédicamente

los niveles de hongos y levaduras usando una técnica apropiada.

Los niveles de bacterias en el agua y en el liquido de dialisis deben monitorearse
utilizando una técnica de cultivo que haya demostrado dar una buena recuperacion
de bacterias del agua limpia.

La técnica general para “el anélisis microbioldgico de productos no estériles” descritos
en la Farmacopea Europea (Seccion 2.6.12) no es apropiado para el agua de dialisis. La
evidencia sugiere que se debe usar un agar bajo en nutrientes, como el Agar extracto
glucosa triptona o Reasoner's 2A (14-16) y que las muestras deben incubarse por lo
menos 7 dias a temperatura ambiente (17). Estas condiciones han demostrado dar
una buena recuperacion para la mayoria de las bacterias ambientales que se
encuentran en el agua purificada. Algunas especies estan mejor adaptadas para
crecer a una temperatura mas alta y/o en medios mas ricos, pero el largo tiempo de
incubacion permitira que la mayoria de estas crezca.

Si las regulaciones locales requieren un andlisis para organismos especificos (e.g.
Pseudomonas aeruginosa) debe llevarse a cabo un analisis separado con un agar
especialmente adaptado.

El volumen de inoculacion debe escogerse de acuerdo con el limite permitido y el
recuento esperado. Al someter a anadlisis los requerimientos de la FE 1167, se
recomienda inocular una placa de difusion o placa de vertido con 1 a 5 ml. de agua. Si
el agua esta altamente contaminada puede diluirse con agua para inyeccion para dar

un recuento. Al analizar agua ultrapura, se debe filtrar una muestra de al menos 100
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ml. usando un filtro estéril de 0,2 micras. Luego, el filtro debe cultivarse usando las
condiciones antes mencionadas.

El nimero de unidades formadoras de colonia deben contarse de manera consistente.
Es suficiente la cuidadosa inspeccidn visual bajo iluminacién intensa.

La Farmacopea Europea no proporciona un limite especifico para hongos y levaduras,
ya que se agrupan en el recuento de aerobios viables total. El Svenks
lakemedelsstandard 2001 especifica un limite de 10 CFU/ml.

Para monitorear los niveles de hongos y levaduras, normalmente se requiere un
volumen de muestra grande porque estos organismos se adhieren bien a las
superficies y aparecen en niveles muy bajos en el agua que corre. La muestra debe
filtrarse a través de un filtro de 0,2 micras. Los hongos y levaduras necesitan mas
nutrientes que las bacterias y crecen mejor en un agar mas rico (como el Agar
Extracto de Malta o el Agar Dextrosa de Sabouraud). La incubacion debe darse
durante 7 dias a temperatura ambiente. Puede ser interesante incubar las placas
durante mas tiempo ya que algunos organismos, como los hongos, pueden tomar mas
de 7 dias en crecer. Los analisis de levaduras y hongos pueden ser menos frecuentes
que los de bacterias, donde los niveles de estos organismos son consistentemente
mas bajos. Estos no deben aparecer en absoluto en un sistema en buen estado y rara
vez se ven en cualquier sistema durante el primer afio de operacion.

Razén: Las comparaciones de diferentes métodos de analisis indican que la
recuperacion de bacterias del agua utilizada para didlisis es mayor cuando se utiliza un
agar bajo en nutrientes, un largo periodo de incubacién y una baja temperatura
[Evidencia].

Los estandares suecos y franceses que figuran en 1.1.3, y los lineamientos de mejores
practicas de la ERA-EDTA, recomiendan hacer analisis de bacterias mediante la
incubacidn en Agar extracto glucosa triptona (TGEA) o Reasoner's 2A a 20-22°C. El
estandar sueco recomienda incubar por 5 dias, los otros documentos sugieren 7 dias.
La incubacion de 7 dias es generalmente mas conveniente (ya que los recuentos

durante el fin de semana se pueden evitar) y da una mejor recuperacion.
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El método anterior debe considerarse como el estandar para el agua. Los métodos
adicionales que se utilizan actualmente, e.g. Agar CLED o Agar sangre a 35-37°C por al
menos 5 dias, pueden ser de interés pero no deben reemplazar el estandar. Las
nuevas técnicas que dan recuperacion comparable o mejor con un periodo de
incubacién mas corto deben validarse contra el método estandar [Evidencia y

Opiniodn].

1.1.6.5 Medicion de los niveles de endotoxina en el agua y el liquido de dialisis

Los niveles de endotoxina_deben medirse utilizando Lisado_de Amibocitos de

Limulus (LAL) por el coagulo de gel, el método turbidimétrico o cromogénico, o una
prueba equivalente.

Los niveles de endotoxinas bacterianas deben monitorearse usando el ensayo de
Lisado de Amibocitos de Limulus (LAL), como se recomienda en la Farmacopea
Europea (Seccion 2.6.14). Todas las técnicas establecidas (codgulo de gel,
turbidimétrico y cromogénico) para pruebas LAL pueden usarse para analizar agua
para hemodialisis. Pueden utilizarse técnicas alternativas siempre que hayan sido
validadas en niveles de endotoxina de 0,25 Ul/ml. o menos.

La forma mas simple de ensayo LAL es el andlisis de codgulo de gel, que puede
realizarse en la unidad de didlisis, siempre y cuando el personal haya recibido el
entrenamiento adecuado. Este da un resultado aprobado-reprobado, lo que es
suficiente para analizar el agua con un nivel estable de endotoxina, pero puede
hacerse semi-cuantitativo al diluir la muestra con agua libre de endotoxina.

Las pruebas LAL cinéticas (cromogénica, turbidimétrica) miden directamente la
cantidad de endotoxina en cada muestra, siempre y cuando esté en el rango
calibrado. Las pruebas cinéticas no se utilizan a menudo en las unidades de dialisis
dado que el equipo requerido es costoso y tienen elevados costos de operacidn.

Se debe realizar la prueba de endotoxinas al liquido de didlisis rutinariamente para
monitorear la eficacia del procedimiento de desinfeccion de la maquina de didlisis. Si
los niveles de endotoxina en el liquido de didlisis son significativamente mds altos que

en el agua que alimenta la maquina, el programa de desinfeccion o el método

\0



15

utilizado deben modificarse. Si todas las mdaquinas estdn sujetas a los mismos
procedimientos, entonces una muestra representativa de maquinas puede probarse
cada mes.

Las muestras del liqguido de didlisis también deben analizarse si un paciente
experimenta una reaccion pirégena durante la didlisis. Se puede realizar una prueba
de codagulo de gel en alrededor de 1 hora para esclarecer el origen de la reaccion.
Cuando la pruéba LAL se usa para monitorear la endotoxina en el liquido de didlisis, la
muestra debe diluirse al menos 1:1 con agua libre de endotoxina para prevenir
interferencia con el mecanismo de coagulacién debido al bicarbonato (13). Tenga en
cuenta que la prueba LAL funciona en un intervalo de pH limitado, de manera que no
puede utilizarse para analizar el componente acido del liquido de dialisis.

Razdén: Desde un punto de vista clinico, es mds importante analizar endotoxinas que
bacteriasen el agua vy el liquido de dialisis, ya que las bacterias no pasan a través de
una membrana intacta del dializador. Aun existe controversia sobre el paso
transmembrana de las sustancias derivadas de bacterias, pero las endotoxinas
bacterianas mas pequefias han demostrado atravesar todos los tipos de membrana
(2, 18-21). Las membranas hidrofobas de alto flujo (como la polisulfona) pueden
absorber endotoxinas de bajo peso molecular (22), pero la zona de retrofiltracién, que
generalmente ocurre en dializadotes de alto flujo, permite que estas moléculas pasen
a la sangre en caso de que haya algun dafio en la membrana [Evidencia]).

El ensayo LAL es el método recomendado por la Farmacopea Europea para el analisis
de endotoxina y es ampliamente utilizado para analizar productos no pirégenos en la
industria farmacéutica. Sin embargo, el personal debe ser consciente de que el ensayo

de LAL no detectara todas las sustancias pirogenas derivadas de las bacterias (7, 23).

1.1.7 Medida de resultado

La implementacion de este lineamiento debe auditarse a lo largo del tiempo con la
revision del registro de recuentos bacterianos y las mediciones de endotoxina. El

registro debe mostrar fechas de andlisis planificadas, fechas efectivas de analisis y los
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resultados obtenidos. El seguimiento al programa de desinfeccion también debe
auditarse.

Si las mediciones de rutina de temperatura corporal de pre y post didlisis y/o los
marcadores de inflamacién, como la Proteina C reactiva (PCR), estan disponibles para
grupos de pacientes no seleccionados, estos deben auditarse periédicamente para
identificar tendencias que puedan estar relacionadas con la calidad del agua. Las
mediciones no rutinarias, y las mediciones hechas solamente en pacientes
seleccionados (en riesgo) no deben usarse para este proposito.

La unidad de dialisis debe tener procedimientos documentados que entren en vigor
cuando se excedan los limites de contaminacion de la Farmacopea Europea (o local).
Los lineamientos de mejores practicas de la ERA-EDTA establecen que los
procedimientos deben incluir el cierre temporal de la unidad de dialisis cuando se
excedan los limites seguros de contaminantes. El contenido de estos procedimientos
debe revisarse regularmente. La habilidad del personal para implementar los

procedimientos de manera efectiva también deben revisarse.
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Anexo: {Aseguramiento de la calidad o control de calidad?

Aseguramiento de la calidad (QA), aplicada a la produccién de agua para dialisis,
significa disefiar y mantener la totalidad del sistema para la produccién y distribucion
de agua purificada en un estandar que asegure que el agua cumple o excede los
requerimientos de la Farmacopea Europea. Esto incluird prevenir la proliferaciéon de
bacterias. En el contexto de aseguramiento de la calidad, los niveles de bacterias se
monitorean con el Gnico propésito de auditar.

El QA se proporciona por modernos sistemas de distribucion de agua con tuberias de

alta calidad, minimo espacio muerto y desinfeccion térmica automatizada. Se
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requiere desinfeccion diaria o dos veces por semana para prevenir el crecimiento de
bacterias en las superficies del sistema de distribucidn. En la mayoria de las unidades
esto solo es posible con un proceso de desinfeccion automatizado que es facil de usar
por parte del personal de la unidad de dialisis. La desinfeccién térmica es susceptible
de automatizacidon y puede dejarse sin vigilancia. También elimina la necesidad de
utilizar quimicos y no conlleva ningln riesgo para los pacientes, ya que todas las
maquinas de dialisis tienen alarmas de alta temperatura.

Control de calidad interno (QC) implica el analisis de muestras para descubrir si
cumplen con los criterios de aceptabilidad. Si una muestra no pasa la prueba de
control de calidad, deben adoptarse las medidas adecuadas. Cuando se monitorea el
agua para dialisis, las mediciones de control de calidad que muestren un aumento en
la tendencia de los recuentos deben usarse para adaptar el programa de
mantenimiento, por ejemplo, iniciando una desinfeccion.

La mayoria de los sistemas de distribucién de agua que se utilizan actualmente no
fueron disefiados con provision para la desinfeccion de rutina o para la desinfeccion
quimic‘a en frio en intervalos largos. Con dichos sistemas, las bacterias proliferan y se
necesitan las pruebas de control de calidad para comprobar que la calidad del agua es
aceptable. Cuando la contaminacion excede los limites permitidos, las bacterias
deben destruirse. Los procesos de desinfeccidon requeridos consumen mucho tiempo
(y tienen que llevarse a cabo fuera de las horas normales de operacién) y no estan
exentas de riesgo para el personal y los pacientes.

Estos sistemas son dificiles de mantener limpios pues la biopelicula bacteriana puede
acumularse durante el intervalo entre desinfecciones, y porque el desinfectante no
puede penetrar la biopelicula y destruir las bacterias que estan profundamente
adheridas. También son muy dificiles de monitorear eficazmente porque los niveles
de bacterias, obtenidos mediante el cultivo de los organismos viables en una muestra
de mitad de la corriente, dan una indicaciéon muy limitada del nimero de bacterias en
el sistema. |

Incluso con las mejores técnicas de incubacion, habran algunas bacterias que no

crecen y algunas unidades formadoras de colonia que contienen mas de un organismo
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viable. Incluso si la técnica de cultivo puede recuperar todos los organismos en el
agua que corre, no puede mostrar en qué medida el sistema de distribucion se
coloniza. Para entender esto, es necesario hacerse una idea de la vida de los
microorganismos y la dificil tarea del microbidlogo.

Los nutrientes son principalmente moléculas organicas con cargas eléctricas que son
atraidas a las superficies. Las bacterias trataran de adherirse a las superficies para
estar donde esté la comida — las gue se caigan son las perdedoras. Las especies que se
adhieren bien, raramente se veran en el agua que corre. Los trozos de biopelicula que
se despegan contendran muchas células, pero apareceran como “1 CFU”. Asi que el
microbidlogo que realice las pruebas de control de calidad Unicamente ve las colonias
formadas de los trozos de biopelicula que se han desprendido de la superficie que
creceran en sus condiciones de cultivo. Esta es una pequeiia fraccion (tal vez
1/100000) del numero real en el sistema.

El control de calidad interno puede usarse para mantener el nivel de contaminacion
microbiolégica medido por debajo de los limites FE que se basa en la capacidad del
personal para mantener el crecimiento de bacterias bajo control. Durante la vida util
de un sistema esto se volverd inevitablemente mas dificil. Con el enfoque de control
de calidad, no se acumula biopelicula resistente, asi que no hay razén para que el
sistema no continle produciendo agua de alta calidad, siempre y cuando se siga con

el programa de mantenimiento.
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PERSPECTIVE

Last year Charles River Laboratories introduced a revolutionary new platform
for LAL testing, the Endosafe®-PTS. This new Portable Test System (PTS)
represents a radical departure from traditional LAL testing methodologies. It is
designed to be an accurate, sensitive and rapid LAL test that is also very user
friendly. PTS has provided customers with real-time data for point-of-use
analyses. While we are confident and thrilled that this new platform will greatly
facilitate LAL testing in both pharmaceutical and non-pharmaceutical laboratory
settings, our collaboration with NASA has been most exciting. NASA is
investigating PTS as a means of augmenting their Planetary Protection Program.
This program assesses the microbial contamination of space craft and space
craft assembly areas. PTS is also being considered as an on-board component
of life detection instrumentation for future spaceflight missions to look for
evidence of life on other planets in our solar system. We are taking LAL where
it's never gone before.

The Laboratory Notebook section of this issue of the Endosafe Times also
presents a summary of a study our Technical Service department performed that
assessed the stability of purified endotoxins (CSE) in a variety of containers. The
type of containers used to prepare and store CSE dilutions can have a profound
effect on LAL activity. As such, the type of glass or plastic can be a source of
LAL assay interference.

PTS IN SPACE

INTRODUCTION

Whether one is concerned with collection of data to support spacecraft microbial
contamination, or life detection, major desirable criteria include reagent systems
that are accurate and sensitive. The ability to report data near the point of
collection and in near real-time is also highly desirable. PTS satisfies these
criteria. The polystyrene cartridge is loaded with a licensed LAL reagent and
endotoxin controls. The LAL enzyme system, with its inherent amplification, is
unquestionably the most sensitive means of detecting lipopolysaccharides from
Gram negative bacteria. Our ability to control the Factor C or Factor G activation

CHARLES RIVER LABORATORIES ENDOSAFE PRODUCTS AND SERVICES NEWSLETTER



A technician swabs the surface of
spacecraft hardware for LAL testing.

Sample CFU / plate
Floor by airlock 1

Wall by airlock 0

Floor (center) 1

Wall vent 8

Metal dolly 14

pathway allows us to render LAL specificity towards Gram negative bacteria
or fungi. Other rapid microbiological and biochemical tests will be available
in the future. That PTS represents a truly miniaturized LAL instrument
capable of performing kinetic spectrophotometric analyses for microbial
detection in a compact “microfluidic” chamber is advantageous to NASA for
obvious reasons.

PLANETARY PROTECTION

As with most pharmaceutical bioburden testing, the current approved NASA
Standard Assay as stipulated in the NASA Standard Pracedure for The
Microbiological Examination of Space Hardware (NHB §340.1C) requires
three days to determine the microbiological bioburden. Utilizing the PTS LAL
system, we were to determine if an LAL assay could yield useful information
to enable near real-time decisions during space craft assembly. Swabbing
metheds mimic the NASA Standard Procedure with the cotton swab
replaced with ultra clean polyester (Texwipe). Table 1 shows data from
representative samples taken at Kennedy Space Center, Florida. A 25 cm?2
area was swabbed and the swab extracted with ultra clean water. Aliquots
of each sample were analyzed by LAL with results expressed as EU/ml or
plated on TSA plates and allowed to grow in an incubator at 37 degrees C
for three days. Any organisms that grew on the plate were Gram stained
and classified as Gram positive, Gram negative or mold.

LIFE DETECTION
NASA's commitment to an Exobiology / Astrobiology Program supports
research in topics related to the detection of life in the universe and to the
characterization of prebiotic organic chemistry. The prime mission of the
Viking landers in 1976 was to search for life. In 1996, discovery of possible
evidence for past life in Martian meteorite ALH84001 (McKay, et al., 1996)
gave new impetus to the search for life on Mars and the restructuring of the
Mars robotic program that ensued had a strong and ultimate goal of
searching for life.

LAL EU/mI Gram stain
0.007 1 mold A theoretical test of LAL sensitivity with
mineral samples was carried out by
< 0.005 NA testing pure silica which had been
0.12 1 Gram + cleaned by exposure to dry heat (500
degrees C, 12 hours) and subsequent-
9.73 2 gfam - ly spiked with known concentrations
? m:f::j" + of bacteria. Stainless steel tubes were
first cleaned by the same dry heat,
4.44 1Gram - then inoculated with 107 cells. Clean
1Gram + silica was added and mixed for one
hour. Contaminated silica was
extracted with ultra pure water. The limit

of detection was shown to be 10-13

Table 1. Comparison of samples taken at KSC assembly area and analyzed by

LAL or conventional microbiology.

9/g. The results of that study are




(

49 0.316
53 0.336
54 0.349
negative 0.320
negative 0.352
negative 0.343

LPS/g sample
/9 p'S 53 and 54 all reached onset time

shown in Table 2. Samples # 49,

0.69 0.031 9.93E-11 in less than 17 minutes and had
calculated values shown.

6.0 0.272 8.108-10 Negatives received no bacterial

6.8 0.309 8.86E-10 contamination and showed no
LAL signal.

<0.01 <0.0005 <1.42E-12

<0.01 <0.0005 <1.29E-12 A team has been assembled to
design and construct instrument-

<0.01 <0.0005 <1.83E-12 ation to detect multiple biological
signatures of life on other

Table 2. Caculated LAL values for silica samples exposed to bacterial contamination.

A‘ Sample weli
§1 @ (25microliter)

3l Optical Chamber

The PTS microcuvette contains
pre-dispensed reagents neccessary
to run an LAL assay.

planetary bodies, including amino
acids, nucleotides, polycyclic
aromatic hydrocarbons, alkanes,
whole cells, LPS, DNA, proteins
and other organics. Evolution of the instrument concept has led to MASSE
{Modular Assay for Solar System Exploration) headed by Andrew Steele of the
Carnegie Institute and David McKay of the Johnson Space Center in Houston.
The LAL assay module will contribute analysis of extracts for microbial cell wall
materials in this system.

Extreme environments on Earth are used to test the technology of life detection
that might one day be used to test for signs of microbial life on Mars and other
planets. An expedition organized by Hans Amundsen of PGP Norway, was meant
to test instrumentation for life detection in one of the world’s most northerly hot
springs. Troll springs had not been previously characterized for microbial diversity.
Techniques tested were ATP luminometry, field PCR, and field LAL assay unit (PTS
produced by Charles River Laboratories). The future of PTS technology is all
about bringing Charles River technology close to the source of needed tests and
providing near real-time results - whether that is on the production floor of a
biotech company, the clinical lab of the future, extreme environments in the field
or perhaps, on the surface of another world.

LABORATORY NOTEBOOK

ENDOTOXIN AND STORAGE CONTAINERS

Accessory materials can have an impact on meeting the suitability requirements
for LAL testing. The effects of endotoxin incompatible pipettes, LRW, and storage
containers may be as subtle as changes in reaction time for standards in
quantitative testing methods or as consistent half lambda or 2 lambda end points
in gel clot testing. Conversely, the effect may also be profound such as a
complete failure in linearity requirements, a complete failure in the recovery of
Positive Product Controls (PPCs), or quarter lambda or 4 lambda end points in
gel clot testing. As such, one of the most important accessories in LAL testing is
the dilution tubes used to prepare the endotoxin standards. There are a variety of
glass and plastic containers available for laboratory applications; Charles River
has always touted depyrogenated borosilicate test tubes as the “gold” standard.




Dr. Andrew Steele of the Carnegie
Institute of VWashington field tests the
PTS during the Arctic Mars Analogue
Svalbard Expedition (AMASE).

In addition to the capacity to subject this material to validated depyrogenation
processes, this Type 1 USP glass possesses excellent properties with respect
to alkaline leachables. Indeed, it is used in most LVP and SVP pharmaceutical
preparations. We have also found that certain plastic test tubes work very well
in the LAL laboratory. Our QC and Technical Service laboratories have had
excellent results when using polystyrene test tubes. Charles River has,
however, recommended the avoidance of polyolefin materials (polypropylene
and polyethylene). While polyolefin’s materials are extraordinarily resilient to
solvents and in and of themselves do not leach organics, we have always
been concerned with their hydrophobic surface properties. The paucity of
charged moieties on a polyolefin surface could potentially adsorb endotoxin
due to the hydrophobic domains associated with Lipid A. [n the following
experiment, we examined the stability of a CSE preparation in a variety of glass
and plastic containers.

METHODS

In this study, we used CSE lot EM31652. Stock solutions of this CSE were
prepared at two concentrations. A concentration of 0.5 EU/ml was used to
represent a mid-range CSE standard. A second concentration of 0.005 EU/ml
was also prepared. This concentration was used to represent the practical
sensitivity fimit of most LAL testing laboratories. Additionally, we believed that
the 0.005 EU/mI standards would exaggerate any difference between storage
materials. Once prepared, aliquots from both solutions were transferred to test
containers of the following compositions: (1) borosilicate glass; (2) flint glass
(USP Type 2); (3) polystyrene; (4) polyethylene terephthalate glycol (PETG);
and (5) polypropylene. The test tubes were assayed immediately and then held
at refrigerated temperatures for one week. All LAL examination utilized a single
KTA LAL lot (S3442E). All examinations were quan-titative. Our results have
been summarized and illustrated as Figures 1 and 2.

RESULTS

Figure 1 illustrates the relative CSE stability of the 0.5 EU/ml standards. The
standard concentration stored in the borosilicate glass test tube exhibited the
fastest reaction time. On the other hand, the polystyrene test tube
demonstrated the most consistent response over the 7 day storage period.
The activity and the apparent stability of the CSE stored in the container was
also very good. The flint and polypropylene containers were, in every respect,
the least suitable container types.

Figure 2 illustrates the stability of the 0.005 EU/ml CSE. As expected, this
endotoxin standard presented the data with the most variability. The
borosilicate test tube did produce reaction times that were slightly slower and
the apparant stability began to wane at 4 days. However, the long term stability
of the 0.005 EU/mI endotoxin standards in polystyrene and PETG is quite
remarkable. Flint glass tubes exhibited the worst LAL activity characteristics.
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This study examined the stability of

@ Borosilicate Tube
8 Polyethylene Tube
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X Polypropytene Tube
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CSE standard concentrations stored
in a variety of test containers (glass

e - and plastic). It was not, however,
/ intended to be all inclusive. Plastic
wares (and glassware for that matter)

are not created the same. Raw
materials (resins) and molding

operations differ from one
manufacturer to another. As a result,

a true validation effort would require a
detailed examination from a few

suppliers (of your selection). This
study did not attempt to do that. It

was a simple and broad evaluation of
material types. This study did,
however, provide some general information that supported some standard LAL
practices and recommendations that have been made in our industry.

The data in this study support our recommendation for the use of both
borosilicate and polystyrene test tubes. Polystyrene test tubes demonstrated the
most consistent endotoxin response - even after 7 days of storage. Borosilicate
test tubes did begin to show some loss in endotoxin activity at 7 days. The PETG
container also demonstrated data that suggests it too would be acceptabie in

With both of the endotoxin standard concentrations illustrated in this study, the
endotoxin activity measured in flint glass and polypropylene test tubes exhibited
considerable variation and an apparent loss in activity over time. The data from
the flint tubes are particularly
interesting in that this glass test tube
(10 x 75 mm) is often used as a
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LAL laboratories as an endotoxin storage material.
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LAL POINTERS

The success story associated with the discovery of LAL and
its replacement of the rabbit pyrogen test is nothing short of
extraordinary. LAL, and the series of enzymes associated
with the Gram negative bacterial endotoxin activation
pathway, has enhanced pyrogen (endotoxin) testing
programs for pharmaceutical companies around the world.
Our new endotoxin portable test system (PTS) utilizes LAL.
In fact, the formulation that we use is one that has already
been licensed by the FDA for another methodology. The
good news is that PTS utilizes a reagent (LAL) that has
proven its utility. However, because PTS is still LAL, it is
subject to all of the interferences typically associated with
LAL. Therefare, the chemical composition of any given
sample as well as the pH and ionic strength are some of the
issues that must be considered during the development of
PTS testing methods. The method development / product
screening approach for PTS applications would be identical
to those used for other LAL methodologies. Remember to
call our Technical Services staff whenever you have
questions or problems with the testing of any product with
any LAL method. We can be reached at 800-762-7016.

WHAT’S NEW

NEW PRODUCT INFORMATION

Now available - Endosafe™ - Biological Indicators for
monitoring gas and steam sterilization processes for health
care products. Please call Technical Service at
1-800-762-7016 for more detailed product information or
visit us on the web at www.criver.com.

Introducing a Sales Representative in the Mid-Atlantic region
of the United States - Caralyn Andres, 856-218-7729 and a
new Sales Representative in the Southeastern region of

the United States - Austin Caudle, 919-332-2165.

The LAL User Group has been revived. For more
information, please go to www.LALUserGroup.org.
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PERSPECTIVA

E! afio pasado Charles River Laboratories introdujo una nueva
plataforma revolucionaria para las pruebas de lisado de
amebocitos de limulo (LAL - Limulus Amebocyte Lysate, el
Endosafe®-PTS. Este nuevo Sistema de Prueba Portatil (PTS -
Portable Test System) representa una desviacion radical de las
metodologias de pruebas LAL tradicionales. Esta disefiado para
ser una prueba LAL precisa, sensible y rapida, que es ademas muy
amigable con el usuario. PTS ha suministrado a los clientes datos
en tiempo real para andlisis alli donde se necesitan. Aunque
estamos seguros y entusiasmados de que esta nueva plataforma
facilitara enormemente las pruebas LAL en escenarios de
laboratorio tanto farmacéuticos como no farmacéuticos, nuestra
colaboracion con la NASA ha sido muy apasionante. La NASA esta
investigando el PTS como un medio de ampliar su Programa de
Proteccion Planetaria. Este programa evalGa la contaminacion
microbiana de la nave espacial y areas de acoplamiento de la nave
espacial. PTS se esta también considerando como un componente
a bordo de la instrumentacion para la deteccién de vida en futuras
misiones de vuelos espaciales con el fin de buscar evidencia de
vida en otros planetas en nuestro sistema solar. Estamos llevando
a LAL donde nunca habia ido antes.

La seccion Cuademo de Laboratorio de esta entrega de los
Tiempos de Endosafe presenta igualmente un resumen de un
estudio realizado por nuestro departamento de Servicios Técnicos
que evalud la estabilidad de endotoxinas purificadas (CSE) en una
variedad de recipientes. El tipo de recipientes utilizados para
preparar y almacenar diluciones de CSE puede tener un profundo
efecto sobre la actividad LAL. Como tal, el tipo de vidrio o plastico
puede ser una fuente de interferencia del analisis LAL.

PTS EN EL ESPACIO

INTRODUCCION

Si uno esta interesado en la recoleccién de datos para comprobar
la contaminacién microbiana de naves espaciales, o la deteccién
de vida, criterios importantes deseables incluyen sistemas de
reactivos que sean exactos y sensibles. La capacidad comunicar
datos cerca del punto de recoleccion y en casi tiempo real es
asimismo altamente deseable. PTS satisface estos criterios. El
cartucho de poliestireno se carga con un reactivo LAL autorizado y
controles de endotoxina. El sistema de enzimas LAL, con su




Un técnico toma una muestra con una

torunda de algodén de la superficie del

hardware de la nave espacial para
pruebas LAL.

Muestra CFU / placa

Piso cerca de la 1
esclusa de aire
Pared cerca de la 0
esclusa de aire
Piso (centro) 1

Ventilacién de pared 8

Plataforma de metal 14

amplificaciéon inherente, es incuestionablemente el medio mas
sensible de detectar lipopolisacaridos de bacterias gram-negativas.
Nuestra capacidad de controlar la via de activacion del Factor C o
el Factor G nos permite trasladar la especificidad LAL a bacterias
gram-negativas u hongos. Otras pruebas microbioldgicas vy
bioquimicas rapidas estaran disponibles en el futuro. Que PTS
representa un instrumento LAL verdaderamente miniaturizado,
capaz de realizar analisis espectrofotométricos cinéticos para
deteccion microbiana en una camara "microfluida" compacta, es
ventajosa para la NASA por obvias razones.

PROTECCION PLANETARIA

Al igual que con la mayoria de las pruebas de carga biologica
farmacéutica, el Analisis de Estandar actual, aprobado por la
NASA, como se estipula en el Procedimiento Estandar de la NASA
para el Examen Microbiologico de Hardware Espacial (NHB 5340.1
C), requiere ftres dias para determinar la carga bioldgica
microbiolégica. Utilizando el sistema LAL PTS, teniamos que
determinar si un analisis LAL podria proporcionar informacién atil
para posibilitar decisiones en casi tiempo real durante el
acoplamiento de la nave espacial. Métodos de tomas de muestras
con torundas de algodon imitan el Procedimiento Estandar de la
NASA con la torunda de algodén reemplazada con poliéster ultra-
limpio (Texwipe). Tabla 1 muestra datos de muestras
representativas tomadas en el Centro Espacial de Kennedy,
Florida. Se limpi6é con torunda de algodén un area de 25 cm? yla
torunda de algodén se someti6é a extraccién con agua ultra-limpia.
Alicuotas de cada muestra se analizaron por LAL con resultados
expresados como EU/ml o se esparcieron en placas TSA y se
dejaron crecer en una incubadora a 37 grados C durante tres dias.
Todos los organismos que crecieron en la placa se tifieron con
gram y se clasificaron como como gram-positivos, gram- negativos
o moho.

DETECCION DE VIDA

El compromiso de la NASA con un Programa de
Exobiologia/Astrobiologia apoya la investigacion en temas
relacionados con la deteccién de vida en el universo y la
caracterizacién de quimica organica prebiotica. La principal misién
de las sondas Vikingo en 1976 era buscar vida. En 1996, el
descubrimiento de posible evidencia de vida pasada en el meteorito
marciano ALH84001 (McKay, et al.,, 1996) imprimié un nuevo
impetu a la investigacion de
o vida en Marte, y Ia
LAL EU/mi Tincion Gram reestructuracion del
0,007 1 moho programa  robdtico de
Marte, que siguid, tuvo un
< 0,005 N.D. objetivo fuerte y definitivo
de la busqueda de vida.

0,12 1 Gram + .
Una prueba tedrica de la
9,73 2 Gram — sensibilidad de LAL con
3 Gram + muestras de minerales se
1 moho lievé a cabo analizando
silice puro que se habia
4,44 1Gram — limpiado por exposicion a
1Gram + calor seco (500 grados C,
12 horas) y posteriormente

Tabla 1. Comparacién de muestras tomadas en el area de acoplamiento del Centro enriquecidq _con
Espacial Kennedy (KSC) y analizadas por LAL o microbiologia convencional. concentraciones conocidas

de bacterias. En primer



lugar se limpiaron tubos de acero inoxidable por el mismo calor

Muestra Peso (g) EU/mi LPS (ng) LPS/g muestra is;me:gl,’llaror:ueggn 150(;
49 0,316 0,69 0,031 9,93E-11 gﬁ:g;as-lim%?o a)?’egg
53 0,336 6,0 0,272 8,10E-10 ,Toigf'ésgur:‘:t‘r‘;jo””;
54 0,349 6,8 0,309 8,86E-10 zgfea o a°°‘:’|§f;“i23:’:
negativo 0,320 <0,01 <0,0005 <142E-12 oe_comprobd que el
negativo 0,352 <0,01 <0,0005 <1,29E-12 fézuﬁaed;g13 g9 w08
negativo 0,343 <0,01 <0,0005 <1,33E-12 zz“;daiglasg T‘:‘)‘c‘jzss"lgg
Tabla 2. Valores LAL calculados para muestras de silice expuestas a contaminacién bacteriana. muestras # 49, 53 y

Pocillo de muestra
(25 microlitros)

Camara Optica

La microcubeta PTS contiene
reactivos pre-dispensados, necesarios
para ejecutar un andlisis LAL.

54 alcanzaron

tiempos de iniciacién

en menos de 17

minutos y tuvieron los

valores calculados
indicados. Los negativos no recibieron contaminacién bacteriana y
no evidenciaron sefial LAL.

Se conformé un equipo para disefiar y construir instrumentacion
para detectar multiples rastros bioldgicos de vida en otros cuerpos
planetarios, incluyendo aminoacidos, nucleétidos, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, alcanos, células enteras, LPS, ADN,
proteinas y otros organicos. La evolucidon del concepto del
instrumento llevd a MASSE (Modular Assay for Solar System
Exploration — Analisis Modular para la Exploracion del Sistema
Solar), presidido por Andrew Steele del Instituto Carnegie y David
McKay del Centro Espacial Johnson en Houston. El médulo de
analisis LAL aportara analisis de extractos para materiales
microbianos de la pared celular.

Ambientes extremos en la tierra se utilizan para probar la
tecnologia de deteccion de vida que podrian usarse algun dia para
detectar signos de vida microbiana en Marte y otros planetas. Una
expedicién, organizada por Hans Amundsen de PGP Noruega,
tenia como objetivo probar la instrumentacién para deteccién de
vida en una de las termales mas septentrionales del mundo. Las
termales Troll no se habian caracterizado previamente en cuanto a
diversidad microbiana. Las técnicas sometidas a prueba fueron
luminometria ATP, PCR en campo, y la unidad de andlisis LAL en
campo (PTS producide por Charles River Laboratories). El futuro de
la tecnologia PTS es acercar la tecnologia de Charles River a la
fuente de las pruebas necesarias y proporcionar resuitados en casi
tiempo real — sea que se realice en el piso de produccién de una
compaiiia de biotecnolegia, el laboratorio clinico de! futuro,
ambientes extremos ‘en el campo o, tal vez, en la superficie de otro
mundo.

CUADERNO DE LABORATORIO

ENDOTOXINA Y RECIPIENTES DE ALMACENAMIENTO
Materiales accesorios pueden tener un impacto en cumplir los
requerimientos de idoneidad para las pruebas LAL. Los efectos de
pipetas incompatibles de endotoxina, LRW, y recipientes de
almacenamiento pueden ser tan sutiles como cambios en el tiempo
de reaccién para estandares en métodos de prueba cuantitativos o
como criterios de valoracion consistentes de % lambda o 2 lambda
en pruebas de coagulo de gel. Inversamente, el efecto puede ser



Dr. Andrew Steele del Instituto
Carnegie de Washington prueba en
campo el PTS durante la Expedicién
Svalbard del Analogo de Marte en el
Artico (AMASE - Arctic Mars
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también profundo tal como una completa falla en requerimientos de
linealidad, una completa falla en la recuperacion de Controles de
Producto Positivos (PPCs - Positive Product Controls), o criterios de
valoracion de % lambda o 4 lambda en pruebas de coagulo de gel.
Como tal, uno de los accesorios mas importantes en las pruebas
LAL son los tubos de dilucion utilizados para preparar los
estandares de endotoxina. Existe una variedad de recipientes de
vidrio y plastico disponibles para aplicaciones de laboratorio;
Charles River ha promocionado siempre los tubos de ensayo de
borosilicato despirogenados como el patrén "oro”.

Ademas de la capacidad de someter este material a procesos
validados de despirogenacion, este vidrio USP tipo 1 posee
excelentes propiedades con respecto a lixiviables alcalinos. Por
supuesto, se usa en la mayoria de los preparados farmacéuticos
LVP y SVP. Hemos descubierto igualmente que ciertos tubos de
ensayo de plastico funcionan muy bien en el laboratorio LAL.
Nuestros laboratorios de Control de Calidad (QC) y Servicio
Técnico han tenido excelentes resultados cuando utilizan tubos de
ensayo de poliestireno. No obstante Charles River ha recomendado
evitar materiales de poliolefina (polipropileno y polietileno). Aunque
los materiales de poliolefina son extraordinariamente resilientes a
disolventes y ni en su interior ni en su exterior filtran organicos,
hemos estado siempre interesados en sus propiedades
superficiales hidréfobas. La escasez de fracciones cargadas en una
superficie de poliolefina podria adsorber potencialmente endotoxina
debido a los dominios hidréfobos asociados con el Lipido A. En el
siguiente experimento, examinamos la estabilidad de un preparado
CSE en una variedad de recipientes de vidrio y plastico.

METODOS

En este estudio, utilizamos el lote CSE EM31652. Se prepararon
soluciones madre de esta CSE en dos concentraciones. Una
concentracion de 0,5 EU/ml se usé para representar un estandar
CSE de rango medio. Se preparé igualmente una segunda
concentraciéon de 0,005 EU/ml. Esta concentracion se usé para
representar el limite de sensibilidad practica en la mayoria de los
laboratorios de pruebas LAL. Adicionalmente, creiamos que los
estandares de 0,005 EU/ml exagerarian cualquier diferencia entre
los materiales de almacenamiento. Una vez preparadas, alicuotas
de ambas soluciones se transfirieron a recipientes de prueba de las
siguientes composiciones: (1) vidrio de borosilicato; (2) vidrio de
plomo (USP tipo 2); (3) poliestireno; (4) glicol de polietileno
tereftalato (PETG - polyethylene terephthalate glycol); y (5)
polipropileno. Los tubos de ensayo se analizaron inmediatamente y
luego se mantuvieron a temperaturas refrigeradas durante una
semana. Todo el examen LAL utilizé6 un lote KTA LAL unico
(S3442E). Todos los examenes fueron cuantitativos. Nuestros
resultados se han resumido e ilustrados como Figuras 1y 2.

RESULTADOS

Figura 1 ilustra la estabilidad de la CSE relativa de los estandares
de 0,5 EU/ml. La concentracion del estandar almacenado en el tubo
de ensayo de vidrio de borosilicato exhibié el tiempo de reaccién
mas rapido. Por otro lado, el tubo de ensayo de poliestireno
demostré la respuesta mas consistente durante el periodo de
almacenamiento de 7 dias. La actividad y la estabilidad aparente de
la CSE almacenada en el recipiente fueron también muy buenas.
Los recipientes de vidrio de plomo y polipropileno fueron, en todo
aspecto, tipos de recipientes por lo menos apropiados.



TIEMPOS DE INICIACION PARA EL ESTANDAR DE ENDOTOXINA DE 0,5 EU/ML
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Figura 2 ilustra la estabilidad de la CSE
de 0,005 EU/ml. Como se esperaba, este
estandar de endotoxina presentd los
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datos con la maxima variabilidad. El tubo
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ligeramente mas lentos y la estabilidad
/ aparente empez6 a decrecer en 4 dias.

No obstante, la estabilidad a largo plazo
de los estandares de endotoxina de 0,005
EU/ml en poliestreno y PETG es

bastante notoria. Los tubos de vidrio de
plomo exhibieron las peores
caracteristicas de actividad LAL.

CONCLUSIONES
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Este estudio examiné la estabilidad de las
concentraciones del estandar CSE
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Figura 1

TIEMPOS DE INICIACION PARA EL ESTANDAR DE ENDOTOXINA DE 0,005 EU/ML
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almacenado en una variedad de
Dia 4 Dia7 recipientes de ensayo (vidrio y plastico).
Sin embargo, no pretendia ser totalmente
inclusivo. Los articulos de plastico (y, de hecho, los utensilios de
vidrio) no se crean lo mismo. Las materias primas (resinas) y las
operaciones de moldeo difieren de una fabricacién a otra. Como
resultado, un verdadero esfuerzo de validacién requeriria un
examen detallado de unos pocos proveedores (de su eleccion).
Este estudio no pretendia hacerlo. Fue una simple y amplia
evaluacion de tipos de material. No obstante, este estudio
proporciond cierta informacion general que respaldaba algunas
practicas LAL estandar y recomendaciones que se han hecho en
nuestra industria.

Los datos en este estudio respaldan nuestra recomendacion para el
uso de tubos de ensayo tanto de borosilicato como de poliestireno.
Los tubos de ensayo de poliestireno demostraron la respuesta de
endotoxina mas consistente — incluso después de 7 dias de
almacenamiento. Los tubos de ensayo de borosilicato comenzaron
a mostrar cierta pérdida en la actividad de la endotoxina a los 7
dias. El recipiente de PETG mostré asimismo datos que sugieren
que éste también seria aceptable en laboratorios LAL como
material de almacenamiento de endotoxina.

Con las dos concentraciones del
estandar de endotoxina ilustradas
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considerable y una aparente pérdida
en actividad con el tiempo. Los

datos de los tubos- de vidrio de
plomo son particularmente

interesantes porque este tubo de
ensayo de vidrio (10 x 75 mm) se
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usa a menudo como tubo de
reaccién para pruebas de coagulo

de gel.
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No obstante, como un tubo de
reaccion, muestras o estandares se
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mezclan con LAL, un reactivo que
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Endosafe amortigua para minimizar la interferencia. Extractables
alcalinos que podrian interferir potencialmente con detecciones de
endotoxina se neutralizan posteriormente cuando se agrega LAL a
la mezcla de reaccién de la muestra de reaccion. Los recipientes de
polipropileno y vidrio de plomo, sin embargo, no pueden
recomendarse para uso como tubos de dilucion y/o
almacenamiento de endotoxina.



INDICADORES DE LAL

La historia de éxitos asociados con el descubrimiento de
LAL y su reemplazo de la prueba de pir6genos en
conejos es realmente extraordinaria. LAL, y la serie de
enzimas asociadas con la via de activacion de
endotoxina bacteriana gram negativa, ha mejorado los
programas de pruebas de pirégenos (endotoxina) para
compaiiias farmacéuticas alrededor del mundo. Nuestro
nuevo sistema de prueba portatil (PTS - portable test
system) de endotoxina utiliza LAL. De hecho, la
formulacién que usamos es una que ya ha sido
autorizada por la FDA en lugar de otra metodologia. La
buena noticia es que PTS utiliza un reactivo (LAL) que
ha demostrado su utilidad. No obstante, debido a que
PTS es todavia LAL, esta sujeto a todas las
interferencias asociadas tipicamente con LAL. En
consecuencia, la composicién quimica de cualquier
muestra dada, asi como el pH y fuerza iénica son
algunos de los problemas que tienen que considerarse
durante el desarrollo de los métodos de prueba PTS. El
desarrollo del método / enfoque de deteccion selectiva
del producto para aplicaciones PTS seria idéntico a los
usados para otras metodologias LAL. Recuerde llamar
al personal de nuestros Servicios Técnicos siempre que
tenga preguntas o problemas con las pruebas de algun
producto con cualquier método LAL. Nos puede
localizar en 800-762-7016.

T
CHARLES RIVER

LABORATQORIES
257 Ba¥arhale Street
witmunginn, A4 02887

QUE HAY DE NUEVO
INFORMACION DE NUEVOS PRODUCTOS

Disponibles ahora - Endosafe™ - Indicadores Biolégicos para
monitorear procesos de esterilizacion con gas y vapor para
productos destinados al cuidado de la salud. Sirvase llamar a
Servicio Técnico al 1-800-762-7016 para una informacién mas
detallada del producto o visitenos en la web en www.criver.com.

Presentando a un Representante de Ventas en la regién
atlantico central de los Estados Unidos - Caralyn Andres, 856-
218-7729 y a un nuevo Representante de Ventas en la region
suroriental de los Estados Unidos - Austin Caudle, 919-332-
2165.

El Grupo de Usuarios LAL se ha revitalizado. Para mayor
informacion sirvase consultar www.LALUserGroup.org.
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