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HISTORICO

Panum: elevacao da temperatura (febre) a
partir de substancias putridas,
termoestaveis e sollveis em agua.

Billoroth: introduziu o termo pyrogen.
Producao de hipertermia em cachorros
pela injecao de agua destilada.

Burdon-Sanderson: agente exogeno
(pirogénios) e agente endogeno.




HISTORICO

. =Século XIX

g Pelletier e Caventue: isolamento da
guinina (antipiretico).

Centanni: iIsolamento de toxina bacteriana
responsavel pela acao febril (endotoxina).
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HISTORICO

# Século XX

Hort e Penfold: febre associada a
administracao parenteral
(“febre das injecoes).

Seibert (1923): febre decorrente de
pirogénios filtraveis, termoestavels,
produzidos por Bactérias Gram-negativas.




» CONCEITO IMPORTANTE
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FONTES DE PIROGENIO
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. ESTRUTURADO LPS
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DESPIROGENIZACAO

POR INATIVACAO
X

POR REMOCAO




., DESPIROGENIZACAO
.+ POR INATIVACAO

*7% | # Hidrolise acido/base
# Oxidacao/Alquilacao

# Radiacao lonizante

# Calor Seco
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DESPIROGENIZACAO
POR REMOCAO

#* [Lavagem
#* Atracao Eletrostatica

# Ultrafiltracao

Ultrafiltere
Water
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¥ DETECGCAO DE
..+ ENDOTOXINAS

4 METODO IN VIVO
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METODO IN VITRO




PIROGENIO IN VIVO
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EFEITOS DO PIROGENIO

# Pirogénio exogeno atua no centro
g termorregulador do hipotalamo

#* Leucocitos fagocitarios liberam pirogénio
enddgeno

# Aumento da temperatura corporea (febre)
Chogue pirogénico (morte)
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PIROGENIO IN VIVO

# Elevacao de temperatura de coelhos apos
administracao intravenosa da solucao teste,
L provocada pela presenca de pirogénio

# LimitacOes: Alta variabilidade, falso positivo,
farmacos antipiréticos, tOXicos e outros

# Efeito bifasico de febre:
Pirogénio exogeno: 1 hora
Pirogénio endogeno: 3 horas




PIROGENIO IN VIVO

#* Pré-teste: verificar temperatura dos coelhos
(variacao < 1°C)

# Administracao intravenosa da amostra pre-
aquecida a 37+2°C

* Registrar temperatura |
a cada 30 minutos
por 3 horas




PIROGENIO IN VIVO

. [ = Interpretacao
= 1° etapa:

,;' ¥ 3 coelhos
Nenhum Ttemperatura > 0,5°C

22 etapa:

+ 5 coelhos (8 total)

N&o mais que 3 Ttemperatura > 0,5°C
Soma Ttemperatura < 3,3°C




METODOS IN VITRO




METODO IN VITRO

# 1885: Sangue do caranguejo Limulus
polyphemus apresentava formacao de
coagulo em gel, associada a doencas
provocadas por bactérias marinhas (Gram-
negativas).

#* Levin e Bang: lise dos amebocitos do
caranguejo acelerava a reacao de formacao
de gel.

# LAL: Lisado dos Amebdcitos do Limulus







METODOS DE ENSAIO

# Gel-Clot (End-Point)

# Cromogenico (End-Point)
# Cromogeénico (Kinetic)

#* Turbidimetrico (End-Point)

#* Turbidimétrico (Kinetic)




METODO DE GELIFICACAQ




..+ GEL-CLOT
| : ~
%%. # Mecanismo de Rea(;ao
- Endotoxina
Coagulogénio
k

Formacao

de Gel




"

- "'iq: 5

P
P Amostra +
| Endotoxina
S
S

P

Y
Diluente _/
(Agua)

Banho-Maria
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CONDICOES DO TESTE

Positivo:
gel presente

Negativo:
gel ausente




*  MAXIMA DILUICAO VALIDA

Limite X Concentracao
Sensibilidade

MDV =




MAXIMA DILUICAO VALIDA

#* L imite = 0,5 EU/mg
# Concentracao = 2,0 mg/mL
#* Sensibilidade = 0,125 EU/mL

0,5 EU/mg X 2,0 mg/mL
MDV=z —X =
0,125 EU/mL

8X
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DILUICAO DA AMOSTRA

Solu G do 1 Sy G Ao teste
Amostra 1:2 1:7 J'-'l. mostra
" na diluicdo
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» METODO DE GELIFICACAO




REALIZACAO DO TESTE

Solucao de teste Réplicas
A: Agua (Controle negativo) 2
B: Agua + Endotoxina 2\ (Controle positivo) y
C: Agua + Amostra 2
D: Agua + Amostra + Endotoxina 2\ 2




INTERPRETACAO
# Negativo Valido # Positivo Valido

A: (-) (-) A: () ()

B: (+) (+) B: (+) (+)

C: () (-) C:(+)(+)

D: (+) (+) D: (+) (+)
Resultado Invalido Reteste

Falha dos controles Respeitando a MDV

negativo ou positivos




FATORES DE INFLUENCIA

#* pDH

entre 6,0 e 8,0 (reagentes tamponados)
#* [emperatura

37+1°C
#* [empo

60 £ 2 minutos

# Substancias interferentes
Calcio / Magnésio / B-glucanos




VALIDACAO DE TESTE

# Confirmacao da sensibilidade do LAL
#* Qualificacao do analista

# Confirmacao da Nao-Interferéncia do Produto




SENSIBILIDADE DO LAL

# Preparar solucoes de endotoxina com
concentracoes: 4, 2 A, A, Y2\ e Yal

# Determinar os pontos finais (PF)
# Calcular a média geomeétrica

#* Meéedia geomeétrica entre 12\ e 24




SENSIBILIDADE DO LAL
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QUALIFICACAO ANALISTA

# Preparar solucoes de endotoxina com
concentracoes: 4., 2\, A, Y2\ e Yalh

# Determinar os pontos finais (PF)
# Calculas a media geometrica

#* Meéedia geomeétrica entre 12\ e 24
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. » QUALIFICACAO ANALISTA
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..+ INTERFERENCIAS

%; A
% iR -

‘% ~ * Inibicao # Exacerbacao

g Falso negativo Falso positivo
Diluicao Diluicao
Ajuste de pH Eliminar Ca*™ / Mg*™
Aguecimento Aguecimento

h
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INTERFERENCIA PRODUTO

12 ETAPA

#* [estar a amostra em diversas diluicoes
com controle positivo de 2\

# Escolher menor diluicao em que ocorre
formacao de gel para o controle positivo




12 ETAPA
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. » INTERFERENCIA PRODUTO

"o | 22ETAPA
‘% ~ * [estar a diluicao escolhida na 12 etapa

"y com controle positivo de 44, 22, A, Yake
o ez

# Determinar pontos finais (PF) e calcular
media geomeétrica

#* Media geometrica entre %2\ e 2A




22 ETAPA
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METODOS QUANTITATIVOS




METODOS QUANTITATIVOS

# CROMOGENICO

Intensidade da coloracao amarela
Inversamente proporcional ao log da
concentracao de endotoxina




..+ CROMOGENICO

#* Mecanismo de Reacao
"é : Endotoxina

Proenzima Enzima ativada

Coagulogénio Coagulina +

+ Substrato D-nitroanilina
k
i

Leitura a 405 nm




CROMOGENICO END-POINT

#* Preparar curva padrao de endotoxina
#* Preparar amostras (diluicao adequada)

#* Incubar por tempo pré-determinado a 37 °C
(sensibilidade depende do tempo)

# Leitura em espectrofotometro (405 nm)
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» CROMOGENICO END-POINT
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» CROMOGENICO END-POINT




CROMOGENICO KINETIC

# Preparar curva padrao de endotoxina
#* Preparar amostras (diluicao adequada)

#* Incubar em leitora/incubadora de microplaca
(ELISA) a 37 °C com 40 leituras em
Intervalos de 150 segundos

# Determinar tempo de reacao para atingir
variacao de 200 mOD a 405 nm




» CROMOGENICO KINETIC

PNA (A)
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» CROMOGENICO KINETIC

PNA (A)




METODOS QUANTITATIVOS

* TURBIDIMETRICO

Intensidade da turbidez inversamente
proporcional ao log da concentracao de
endotoxina




TURBIDIMETRICO

#* Mecanismo de Reacao

----- Endotoxina

Coagulogénio

Leitura a 340 nm




TURBIDIMETRICO END-POINT

#* Preparar curva padrao de endotoxina
#* Preparar amostras (diluicao adequada)

#* Incubar por tempo pré-determinado a 37 °C
(sensibilidade depende do tempo)

#* Leitura em espectrofotometro (340 nm)




TURBIDIMETRICO END-POINT
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* TURBIDIMETRICO END-POINT

Log[LPS]
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TURBIDIMETRICO KINETIC

# Preparar curva padrao de endotoxina

* ¥ = Preparar amostras (diluico adequada)

#* Incubar em leitora/incubadora de microplaca
(ELISA) a 37 °C com 100 leituras em
Intervalos de 60 segundos

# Determinar tempo de reacao para atingir
variacao de 30 mOD a 340 nm




» TURBIDIMETRICO KINETIC

Turbidez
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» TURBIDIMETRICO KINETIC

Turbidez
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ENDOTOXINA BACTERIANA

METODO

VANTAGENS

DESVANTAGENS

GEL-CLOT

mFacilidade de execucéo
mNao necessitaequipamentos

mBaixo custo (em relagéo aos
meétodos turbidimétrico e
cromogénico)

mEnsaio semi-quantitativo

mBaixa sensbilidade (em
relacdo aos métodos
turbidimétrico e cromegénico)

TURBIDIMETRICO

mEnsaio quantitativo

mAlta sensibilidade (em
relacdo ao metodo gel-clot)

minterferénciade amostras
coloridas

mAlto custo dos reagentes

(em relacdo ao metodo gel-
clot)

CROMOGENICO

mEnsaio quantitativo

mAlta sensibilidade (em
relacdo aos métodos
turbidimetrico e gel-clot)

mAlto custo dos reagentes
(em relacdo aos metodos
turbidimétrico e gel-clot)
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