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Clanek poskytuje zakladni nahled na patofyziologii plisobeni exogennich a endogennich pyrogend, v souvislosti s pa-
renterdlnim podavanim léciv a pouzitim zdravotnickych prostifedkd. Vysvétluje, ze pyrogeny zpUsobuji zvyseni télesné
teploty aktivaci termoregula¢niho centra v hypothalamu, pficemz nej¢astéjsim zdrojem pyrogenni zatéze jsou bakterialni
lipopolysacharidy. Kontaminace pyrogennimi latkami v 1éCivych pfipravcich mlze zpUsobit nezadouci Ucinky, véetné Zivot
ohrozujicich stavl. Text se zaméfuje na moderni metody identifikace pyrogend, respektive endotoxind a vybér vhodnych
analytickych postupu jejich stanoveni. Ty zahrnuji in vivo testy na kralicich a test bakteridlnich endotoxint a in vitro testy,
jako je test aktivace monocytu a test za pomoci rekombinantniho faktoru C. Soucasti prace je detailni popis provadéni
téchto testq, jejich vyhody a nevyhody a vyvoj metod detekce pyrogen( v [éc¢ivych pfipravcich. Autor vysvétluje zakladni
dlvody falesné pozitivnich a negativnich vysledk( testovani, a ilustruje vypocty limitl pro endotoxiny. Podava informace
o nové strategii Evropského a Ceského lékopisu k této problematice, zddraziiuje snahy o snizovani pyrogenni zatéze a po-
tfebu kontroly mikrobiologické a endotoxinové trovné kontaminace.
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New approaches to the issue of pyrogens in parenteral preparations

The article provides a basic understanding of the pathophysiology of exogenous and endogenous pyrogens, particularly in
the context of parenteral administration of drugs and the use of medical devices. It explains that pyrogens cause an increase
in body temperature by activating the thermoregulatory center in the hypothalamus, with bacterial lipopolysaccharides
being the most common source of pyrogenic burden. Contamination of pharmaceuticals with pyrogenic substances can
lead to adverse effects, including life-threatening conditions. The text focuses on modern methods for identifying pyrogens,
specifically endotoxins, and selecting suitable analytical procedures for their determination. These include in vivo tests on
rabbits and the bacterial endotoxin tests, as well as in vitro tests such as the monocyte activation test and the recombinant
Factor C test. The work includes a detailed description how to perform these tests, their advantages and disadvantages, and
the development of methods for detecting pyrogens in pharmaceuticals. The author explains the reasons of false positive
and negative test results, and ilusrates the calculations of threshold endotoxin limits. Information is provided on the new
strategy of the European and Czech Pharmacopoeias on this issue, emphasizing efforts to reduce pyrogenic burden and the
need to control both microbiological and endotoxin contamination levels.
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Pyrogeny pfedstavuji skupinu latek schopnych vyvolat zvyseni
télesné teploty prostfednictvim aktivace termoregulacniho centra
v hypothalamu. V lidském organismu je horecka charakteristickym
projevem bakteridlnf infekce, pricemz zvyseni télesné teploty v téchto
pfipadech Uzce souvisi s pyrogennim Ucinkem lipopolysacharidd, které

tvoff nedflnou soucast bunécnych stén gramnegativnich bakterif (1).
BakteridIni lipopolysacharidy (LPS) jsou povaZzovany za silné aktivatory
vrozeného imunitniho systému. Hraji klicovou roli v patogenezi bakteri-
alnich infekci a sepse. Obecné Ize tedy konstatovat, ze mikroorganismy
a jejich toxiny pUsobf jako exogenni pyrogeny a stimuluji uvolfiovani
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endogennich pyrogenl. Mezi endogenni pyrogeny fadime: interleu-
kin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF) a interferony
uvolinované monocyty a makrofagy. V nékterych pripadech jsou za
pyrogennf reakci zodpovédné i daldi entity.

Lécivé pfipravky podavané parenterdiné mohou zpdsobit neza-
douci U¢inky v dtsledku mozné kontaminace pyrogennimi latkami (2).
Tato kontaminace se mUze projevovat horeckou, tfesavkou, pocenim,
pyrexif, myalgii, tachykardii, hypotenzi a vazodilataci, pfipadné az zivot
ohrozujicimi pfiznaky podobnymi Soku. Vysetfeni pyrogenity v 1é€ivych
ptipravcich slouzi k minimalizaci rizika hore¢naté reakce u pacienta, ktera
méze vzniknout v ddsledku podéni daného pfipravku, a to na Uroven,
kterd je povazovéana za pfijatelnou. To se tyké predevsim pfipravkl
aplikovanych ve velkém objemu, jako jsou infuze. Pyrogenni kontami-
nanty vyvolavaji pyrogenni reakce, ke kterym dochazi béhem prvni
hodiny aplikace infuze. Stanoveni hrani¢ni akceptovatelné hodnoty
pro obsah pyrogenl zavisi pfimo na celkovém aplikovaném objemu
(dévce) pripravku a aplika¢ni cesté (3).

Pyrogennf latky jsou nejcastéji mikrobidlniho plvodu, takzvané
bakteridlnf endotoxiny, pochazejici z gramnegativnich mikroorganism.
Nejcastéji jejich chemickou povahu vystihuje oznacent lipopolysacharid,
viz vyse. Ten se skldda ze tfi slozek, z nichz za horecku a ostatni biolo-
gické ucinky je odpovédny Lipid A (Obr. 1). Béhem terminalnf sterilizace,
kdy bakterie hynou, dochazi k jejich autolyze. Tento déj vede k uvolnénf
vétsiny endotoxin(l z bunék do roztoku. Gramnegativni bakterie se
mohou vyskytovat ve Spatné technologicky pfipravenych produktech,
zejména téch ziskanych biologickymi metodami. Jejich pfitomnost je
také casto dlsledkem chyby ve vyrobnim procesu (4).

Do parenterdlnich pfipravkd, ale rovnéz do zdravotnickych prostfed-
k{, se mohou pyrogeny dostat z nékolika zdroj. Obvykle to jsou: voda

Obr. 1. Schéma struktury endotoxinu

.

Cervené o-antigen, Zluté jddro LPS, zelené lipid A (File:LPS3.svg - Wikimedia Com-
mons)

Tab. 1. Metody pro stanoveni pyrogennich Idtek

pouzitd jako rozpoustédlo nebo jako pomocna latka v pribéhu vyroby;
obalové komponenty; chemické ltky a suroviny nebo zafizeni pouzité
pfi pfipravé produktu. Pokud je IéCiva latka produkovana biologicky,
neulplné odstranéni mikroorganismu béhem ¢isténi mdze mit za nasle-
dek, ze 1é¢iva latka ma vysoké hladiny endotoxint. Prikladem mohou
byt antibiotika vyrabéna fermentaci, nebo pfipadné vedlejsi produkty
gramnegativnich bakterii pouZivané k vyrobé geneticky upravenych
lécivych pripravkd. Standardni vyrobni postup mé zahrnovat i kontrolu
mikrobiologické a endotoxinové Urovné kontaminace ve vyde uvede-
nych potencidlnich zdrojich.

,Mikrobidlni pyrogen” na rozdil od ,gramnegativniho bakteridlniho
endotoxinu” se stal obecnym popisnym terminem pro mnoho rdznych
latek. Pyrogenni latky jsou nejcastéji produkovany gramnegativnimi bak-
teriemi, avsak mohou byt také produkovény nékterymi grampozitivnimi
bakteriemi, mykobakteriemi, plisnémi a také viry (5). Ve farmaceutické
technologii je za hlavni pyrogennf latky mozné povaZovat:

B Dbakteridlni endotoxiny (napt. lipopolysacharidy (LPS), peptidogly-
kany (PGN) nebo lipoteichoové kyseliny)

B pseudopyrogeny (vyvoldvaji zvyseni télesné teploty jinymi mecha-

nismy nez pravé pyrogeny — napf. cizorodé ¢astice v infuznich roz-

tocich mohou byt mylné identifikovény organismem jako pyrogeny,

coz vede k reakci, kterd napodobuje tcinek skute¢nych pyrogend,

aniz by byla aktivovéna obvykld imunitni odpovéd spojena s infekci

nebo zanétem)

virové pyrogeny

nékteré nizkomolekularni léky

nizkomolekularn{ proteiny

nebakteridIni polypeptidy, polysacharidy (2)

Rada pyrogentl jsou latky s velkou molekulou, které byvaji v roz-
tocich jako agregéty, Ize je tedy zachytit ultrafiltraci na prepéazkach
z alifatickych polymer( (4).

Pokud neni mozné se stanovenou hladinou jistoty potvrdit sku-
te¢nost, Ze mozné pyrogenni kontaminanty jsou pouze bakteridinf
endotoxiny, je tfeba provést analyzu rizik (ne)pfitomnosti non-endotoxin
pyrogent. V piipadé neprlikaznosti nepfitomnosti non-endotoxin
pyrogenU je tfeba pouZit nékterou z metod detekce Sirokého spektra
pyrogent (Tab. 1).

Metody pro stanoveni pyrogennich latek
1. Detekce Sirokého spektra pyrogent

a.Pyrogennftest na kralicich (Rabitt pyrogen test — RPT) (Iékopisny
¢lanek 2. 6. 8)

Detekce Sirokého spektra pyrogent

Detekce zamérend na endotoxiny

Animal based method
Metoda zaloZend na vyuziti zvifat

Rabitt pyrogen test (RPT)
Pyrogenni test na krélicich

Bacterial endotoxin test (BET)
Zkouska na bakteridIni endotoxiny

In vitro method
Metoda provadéna mimo zivy organismus

Monocyty activation test (MAT)
Test aktivace monocytl

Recombinant factor C (rFC)
Zkouska na bakteridIni endotoxiny za pou?ziti
rekombinantniho faktoru C
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Pyrogenni latky obsazené ve sterilnim injekénim roztoku vyvolavaji
u krélika po nitrozilnim podani vzestup jeho rektalni teploty.

Vybér zvitat: Ke zkousce se pouziji zdravi dospéli kralici o hmot-
nosti nejméné 1,5 kg. Zvifata jsou chovdna v klidném prostredi
v individuélnich klecich, krmena standardni vyvézenou dietou bez
obsahu antibiotik a jejich hmotnost nevykazuje béhem tydne pfed
zkouskou Zadny Ubytek. Teplota chovné mistnosti je stald a nelidi se
o vice nez 3°C od teploty zkusebni mistnosti. Po zkousce s nepy-
rogennim vysledkem se muze krélik vzit do nové zkousky nejdfive
za 3 dny, po zkousce s pyrogennim pfipravkem se tento interval
prodluzuje na 3 tydny.

Pfistrojové vybaveni: Pohyblivost kralika pfi zkousSce se omezuje
vhodnym zafizenim, které fixuje netraumatizujicim zplsobem pouze
siji zvitete a dovoli mu zaujmout normalni uvolnénou pozici v sedé.
K'méfeni télesné teploty se pouziji rektalni teploméry nebo elektrické
termometry, které udavaji teplotu s pfesnosti 0,1 °C. Vsechny pro-
stfedky pouzité v kontaktu s kralikem musi byt apyrogenni. Nejprve
se provadi predbézné testovani krélikl. Nasleduje vlastni provedent
zkousky.

Zkouska se provadiv oddélené nerusené mistnosti se stalou teplo-
odebréna potrava. Po upoutani do fixa¢niho zafizeni a zavedeni rektél-
nich termometrd se u kazdého zvifete 90 min sleduje télesna teplota
v 30min intervalech. Zkouseny roztok, zahfaty na teplotu asi 38,5 °C,
se pomalu vstfkne do margindlni usni Zily kralika s dobou podani
nejvyse 4 min, neni-li v pfislusném ¢lanku uvedeno jinak. Mnozstvi
latky se pro provedeni zkousky lisi podle zkouseného pfipravku a je
pfedepsano v prislusném clanku. Objem vstfikovaného roztoku ma
byt nejméné 0,5 ml/kg a nejvyse 10 ml/kg télesné hmotnosti. Reakce
krélika je vyjadfena rozdilem mezi jeho vychozi a maximalni nameérte-
nou teplotou. Jestlize je tento rozdil negativni, je vysledek pocitan jako
nulové odpoved. Vysledek zkousky se posoudi na zdkladé namérenych
vzestupUl rektédIni teploty u pouzité skupiny kralikl (6).

Vyhody: tradi¢ni metoda (poprvé uvedend v CSL 2 v roce 1954)
(7) zalozend na podobné reakci zviteciho organismu na pritomnost
pyrogenu/U v organismu jako u ¢lovéka.

Tato metoda méla svdj zasadni vyznam zejména u nasledujicich
typU pfipravkd:

B Intravendzni roztoky: Roztoky uréené pro intravendzni podani,
jako jsou elektrolytové roztoky, roztoky pro parenterdini vyzivu,
a injekéni roztoky.

®  Dialyzacni roztoky: Roztoky pouzivané pfi hemodialyze, kde je kri-
tickd absence pyrogent vzhledem k pfimému kontaktu s krevnim
obéhem.

B |mplantaty a lékafské pfistroje: Implantabilni materidly, jako jsou
katétry nebo stenty, které pfichdzeji do kontaktu s tkdnémi nebo
krevnim fecistém.

B Biologickeé pfipravky: Napfiklad vakciny a dalsi biologické produkty,
kde je testovani na pyrogeny nezbytné pro zajisténi bezpecnosti
pacienta.

B Roztoky pro oplachovani dutin téla: Napt. roztoky pro oplachovanf{
peritonedlnf dutiny béhem chirurgickych zakrokd.
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Nevyhody: biologicky a kvalitativni test vyuZivajici laboratornf
zvite (3R — Replacement, Reduction, Refinement), ¢asové i ekonomicky
naro¢né, nutnost zaskolenf persondlu, nutnost trénovani pouzivani
laboratornich zvifat. Test nelze pouZit v pfipadé toxicity aktivnf latky,
pfipadné pokud aktivni latka sama teplotu ovliviiuje.

UpIné odstranéni RPT z evropského Iékopisu (Ph. Eur) se dle do-
porucenfjednotlivych Iékopisnych komisi jevi jako nezbytné z dlvodu
vylouceni pouzitf laboratornich zvifat. Pro kontrolu pyrogenity (endo-
toxiny a nonendotoxiny) je cilem prejit k vyhradnimu pouziti testd in
vitro (tj. BET nebo MAT) (8).

b.Test aktivace monocytl (Monocyty activation test — MAT) (Ié-
kopisny ¢lanek 2. 6. 30)

Obecna monografie 2. 6. 30. Test aktivace monocytl (MAT) byla
zavedena do Ph. Eur. v roce 2009 a poskytuje in vitro alternativu k RPT.
Test aktivace monocytl napodobuije lidskou imunitni reakci inkubacf
monocytd s testovanym vzorkem. Tento test je schopny detekovat jak
endotoxinové, tak neendotoxinové pyrogeny. V pfiftomnosti pyroge-
n0 dochazf k aktivaci monocytl, které nasledné produkuji zanétlivé
molekuly, cytokiny, jez jsou odpovédné za horec¢natou reakci. Tyto
cytokiny jsou poté detekovany pomoci imunologického testu (ELISA),
ktery vyuziva specifické protilatky a enzymatickou barevnou reakci.

PyroCell Monocyte Activation Test Systems je piikladem detekeni
soupravy pro stanoveni pyrogend metodou MAT. Tyto soupravy jsou
optimalizované a validované pro citlivou detekci pyrogend ve farmaceu-
tickych pfipravcich. Systém PyroCell MAT, IL-6° zahrnuje mononukledrni
bunky ziskané z kryokonzervované periferni krve (PBMC), které jsou
sdruzené od ¢tyf lidskych darct (pMAT buriky), spolu s optimalizovanym
kultivac¢nim médiem.

Test se provadi v nékolika krocich. Prvnim krokem je rozmrazenti
kryokonzervovanych pMAT bunék, které se poté inkubuji se zkousenou
latkou jako bunécné kultury po dobu 18-24 hodin. Nésledujici den se
sbiraji supernatanty bunécnych kultur, a cytokin IL-6, uvolfiovany akti-
vovanymi lidskymi monocyty, se detekuje pomoci lidského ELISA testu
IL-6. Méfeni absorbance se provadi na ¢tecce absorbance. Namérené
hodnoty jsou nasledné pfepocitany na ekvivalentnf jednotky endo-
toxinu (EEU/ml) pomoci referencnich fedéni endotoxind. Test je ovéren
s pouzitim soupravy Pelikine compact human IL-6 ELISA, kterd zajistuje
robustni a spolehlivé vysledky (9).

Vyhody MAT:

m  Siroké spektrum detekce pyrogend: MAT dokaze detekovat nejen
endotoxiny (pyrogeny pochazejici zgramnegativnich bakterif), ale
také neendotoxinové pyrogeny, jako jsou pyrogeny z gram-pozi-
tivnich bakterii, hub nebo vird.

B Humanni pfistup: MAT je in vitro test, coz znameng, Ze nevyzaduje
pouZitf Zivych zvifat. To sniZuje etické a pravni problémy spojené
s testovanim na zvifatech a je v souladu s principy 3R.

B | epsf reprodukovatelnost: Test poskytuje vyssi konzistenci a spo-
lehlivost vysledk( nez nékteré in vivo testy, diky standardizovanym
podminkdm a pouziti specifickych lidskych monocyt(.

B | epsipredikce lidské odpovédi: Protoze MAT pouziva lidské burky,
mUZe lépe napodobovat imunitni odpovéd ¢loveéka na pyrogeny
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nez testy na zvifatech, coz vede k relevantnéjsim vysledkdm pro
humanni pouziti.

Nevyhody MAT:

m  Slozitost a ndklady: MAT je technicky naro¢néjsi a vyzaduje vice
krokd v laboratornim prostiedi nez nékteré jednodussi testy, jako
je BET. To mUZe zvysit naklady na testovani a vyZzadovat specidlné
vyskoleny personal.

m  (Citlivost na laboratorni podminky: Vysledky MAT mohou byt ovliv-
nény variabilitou v pfipravé a kvalité bunék, jakoz i podminkami
inkubace a manipulace. To maze vést k vyssimu riziku faleSné pozi-
tivnich nebo falesné negativnich vysledkd, pokud nejsou podminky
pfisné kontrolovany.

B Omezend dostupnost komer¢nich souprav: Na trhu je méné ko-
meréné dostupnych souprav pro MAT ve srovnani s jinymi testo-
vacimi metodami, coz mdze omezit jeho dostupnost pro nékteré
laboratore.

B Regulacni uznani: Ackoli MAT je uznan v nékterych Iékopisech
(napf. Ph. Eur), stale mze byt méné rozsiteny nebo preferovany
ve srovnani s tradi¢nimi metodami v nékterych jurisdikcich nebo
pro specifické aplikace (9).

2. Detekce zamérena na endotoxiny
a.BakteridInf endotoxinovy test (Bacterial endotoxin test — BET)
(Iékopisny ¢lanek 2. 6. 14)

Jako prvni byl pro detekci endotoxint vyvinut test gelové srazeniny
Lyzatu amebocytl kraba rodu Limulus (LAL), nasledné se objevily dalsf,
livych krvinek (amebocytl) z ostrorepa atlantského Limulus polyphemus,
pfipadné Tachypleus tridentatus. LAL reaguje s bakteridlnimi endotoxiny,
jakojsou lipopolysacharidy (LPS). Tato reakce je zakladem testu LAL, ktery
je Siroce pouzivan pro detekci a kvantifikaci bakteridlnich endotoxind. Tyto
testy mohou nejen urcit pfitomnost/nepfitomnost endotoxinu ve vzorku,
ale také odhalit, kolik endotoxinu je pfitomno. To je zajisténo porovnanim
zjisténé hodnoty s referencni hodnotou standardu. Tato kvantitativni data
usnadnujf shodu s testovanim kontroly kvality (QC) a poskytujf standardy
integrity dat pro Sirokou $kalu aplikaci.

a. Kvalitativni stanoveni endotoxinu - Test gelové
srazeniny LAL

Je tou nejjednodussi formou testu LAL a nejvice se podobd plvod-
né vyvinuté metodé BET. Jednad se o necastéjsi test uvadény v Iékopis-
nych monografiich. Poskytuje snadno ¢itelny kvalitativni i kvantitativni
vysledek indikujici pfitomnost nebo nepfitomnost endotoxinu ve
zkuSebnim vzorku. Test gelové srazeniny LAL zahrnuje smichéni ¢inidla
LAL s testovanym vzorkem ve zkumavce, kterd se poté inkubuje. Pokud
je ve vzorku pfitomen endotoxin, spusti se srézeci reakce. Po uplynuti
inkubacni doby se zkumavka prohlédne, aby se zjistilo, zda se na dné
zkumavky vytvofila srazenina (nebo gel). Pozitivni vysledek je tedy
potvrzen prfitomnosti srazeniny, kterd z(stava na dné zkumavky pfi
jemném prevraceni, zatimco negativni vysledek je charakterizovan

pfitomnostf tekutiny stékajici po vnitfnf strané zkumavky. Jedna se
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tedy o limitnf zkousku, jejiz vyhodou je jednoduchost a niZsi cena.
Nevyhodou je nezndmé mnozstvi endotoxinu, a to jak v pfipadé pozitiv-
niho, tak i v negativniho vysledku (s vyjimkou skute¢nosti, Ze se vysledné
mnozstvi endotoxinu nachazf nad nebo pod stanovenym limitem).

B. Kvantitativni stanoveni endotoxinu

Umozriuje pfesné stanoveni mnozstvi endotoxinu v pfipravku
a nasledné dalsi nastaveni risk managementu v rdmci vyroby, zejména
s ohledem na moznost nastaveni limit{, kontrolnich opatfenf (je mozné
okamzité identifikovat a fesit zdroje kontaminace) a efektivniho fizeni

rizik.

Chromogenni test

Jedné se o metodu optické spektroskopické analyzy, kterd umozriu-
je méfeni pfitomnosti analytu (kvalitativni analyza) a jeho koncentrace
v rlznych prostfedich (kvantitativni analyza) prostfednictvim zmén
barev.

Turbidimetrickd metoda

Metoda je zaloZzena na spektrofotometrickém méfeni. Jde tedy
0 jev, kdy se pevné Castice objevi v homogennim roztoku. Pfenasené
svétlo je méfeno v urcité vinové délce, nasledné se ziskd hodnota, kterd
je umérnd koncentraci latky (10, 11).

Aby byla detekce endotoxind pfi vyuziti LAL testu platna, musf byt
prokédzano, ze zkusebni fedéni neprekracuje maximalni mozné redenf
a ze zkousené fedéni neprokazuje inhibici nebo zesileni expozice pfi
pouziti znamé koncentrace endotoxinu. Maximalnf platné fedéni (MVD)
je maximalni pfipustné fedénf vzorku, pfi kterém Ize stanovit limit endo-
toxinu. LAL test m0ze byt pomérné nachylny k interferenci. Obvykle je
vsak test LAL citlivéjsi, nez je potfebné k detekci limitu endotoxinl pro
dany produkt. Validace postupu vyZzaduje, aby byly tfi SarZe testovany
na interferujici faktory. Test interferujicich faktord pomoci gelové sra-
Zeniny vyzaduje, aby byl produkt validovan podle poZzadavku vyrobce
pro pouZitou citlivost testu. Za timto Ucelem se vyrabf standardni fada
v LAL reagencni vodé (LRW), kterd obsahuje 2\, A, 1/2 X a 1/4 A, kde A
predstavuje citlivost lyzatu. Paralelné se provadi druha standardni fada
stejnych koncentraci's pouzitim pffpravku (pfi neinterferen¢nim fedénf
nebo Uc¢inném osetfeni produktu). Tato standardni fada musi také
obsahovat 2\, A\, 172 A a 1/4 A v minimélné ¢tyfndsobném provedeni.

Kaskdda LAL se sklddd z fady enzymatickych reakci. Rychlost
reakce ovliviuje fada faktord, jako je pH a teplota. Je tedy dilezité,
aby pH reakénf smési produktu a ¢inidla LAL bylo v poZzadovaném
rozmezi. Dvojmocné kationty, jako je vapnik (Ca*) a hof¢ik (Mg*),
neutralizuji zdporny ndboj endotoxinu, to nasledné zvysuje agre-
gaci a tim snizuje aktivitu/Uc¢innost endotoxinu, coz vede k inhibici
reakce. To md za nasledek falesné negativni vysledky. Obvyklym
feSenim tohoto problému je vhodné naredéni, pfipadné Ize endo-
toxin od interferujicich latek oddélit ultrafiltraci pomoci asymetric-
kého membranového filtru z celuloso-triacetatu (12). Latky, které
vazou (cheldtotvorné) dvojmocné kationty, jako je EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctovd) a heparin, mohou sniZit stav agregace
endotoxinu. To ma za nasledek zvysenou reaktivitu v pribéhu testu
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Tab. 2. Vypocty limitu endotoxindi pro jednotlivé lécivé pripravky (15)
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Hodnoty proKa M

Zpusob podani

M

Intravendzni, u parenteralnich pfipravk{
injekce jiné nez intravendzni (intramuskularn,
subdermalni)

5 EU/kg télesné hmotnosti

Maximdalni davka lécivého pfipravku/kg podand za
jednu hodinu

Intravendzni dévka pro radiofarmaka 175 EU

Objem maximalni doporucené davky v dobé
pouziti

IntratekaIni parenterdlni podani

0.2 EU/kg télesné hmotnosti

Maximalni davka lécivého pfipravku/kg podand za
jednu hodinu

IntratekaIni podani u radiofarmak 14 EU

Objem maximalni doporucené davky v dobé
pouzitf

Pozndmka: U nékterych pripravkd, napfiklad u vody na injekce, mnoha velkoobjemovych parenterdinich pfipravkd a nitroocnich tekutin, kde neni stanovena konkrétnf
ddvka, jsou limity endotoxind pfifazeny, nikoli vypocteny. Obvykld dospéld osoba md hmotnost 70 kg.

a falesné pozitivni vysledky. | zde je fedéni nejlepsi volbou odstinénf
problému. Proteinové produkty nebo proteiny v krvi a krevnich
frakcich mohou vazat endotoxin a znemoznit jeho detekci v testu
LAL. Alternativné nékteré protedzy degraduji proteiny enzymové
kaskady, zatimco jiné (napf. trypsin) ji aktivuji. Bézné se k denaturaci
proteinu pouziva tepelné zpracovani vzorku, ¢imz se umozni detekce

endotoxinu odolného vici teplu (13).

b.Test rekombinantnim faktorem C (Recombinant factor C test —
rFC) (Iékopisny ¢lanek 2. 6. 32)

Jedna se o nejnovejsi lékopisnou monografii pro hodnoceni pri-
tomnosti endotoxinu. Rekombinantni faktor C je geneticky upraveny
protein, ktery se normalné nachazi v kaskadé lyzatu amebocytd
Limulus. Faktor C reaguje s endotoxinem a spojuje se s markerem
za vzniku kvantifikovatelného kone¢ného produktu. Rekombinantnf
test faktoru C pouziva stejny princip jako test LAL, ale bez potfeby
materidlu pochézejiciho ze zvitat. V tomto testu Ize pouzit dvé
detekeni techniky: techniku koncové fluorescence, zaloZzenou na
detekci koncového bodu, kteréd je zaloZena na vyvoji fluorescence po
aktivaci syntetického komplexu peptid-fluorofor; nebo chromogenni
technika, zalozena na vyvoji barvy po rozstépeni syntetického kom-
plexu peptid-chromofor. K presné detekci endotoxind se test provadi
za pouziti materialt bez endotoxinC s laboratornimi kontrolami,

které zabranuji neumyslinému ndhodnému uvolnéni endotoxinl (14).

Vypocty limitu endotoxinti pro jednotlivé
Iécivé piripravky

Ucinky endotoxinu souviseji s mnoZstvim endotoxinu v davce
pfipravku podané pacientovi. Vzhledem k tomu, Ze se davka lisi
u jednotlivych produktd, je limit endotoxind vyjadren jako K/M (Tab.
2, vzorec (1)).

K je 5,0 EU/kg (kg), coZ predstavuje pfibliznou prahovou davku
endotoxinu pro ¢loveka a krélika po intravendznf aplikaci. Pokud je
pfipravek oznacen pro intratekalni injekci, pak K je 0,2 EU/kg.

M predstavuje zkusebni ddvku endotoxinu pro krélika nebo maxi-
malni davku pro ¢lovéka na kilogram, kterd by byla podana za jednu
hodinu, podle toho, kterd hodnota je vétsi.

www.csfarmacie.cz

Vzorec1

K
FL=—— —
M

(USP <85>, EP 2.6.14)

EL - limit endotoxinu; K - pribliznd prahovd ddvka endotoxinu pro ¢lovéka a krdlika;
M = zkusebni ddvka endotoxinu u krdlika nebo maximdlni ddvka pro ¢lovéka na ki-
logram, kterd by byla poddna za jednu hodinu, podle toho, kterd hodnota je vétsi

Priklady k feseni:

Priklady ukazuji moznosti vypoctu limitu endotoxint pro jed-
notlivé lécivé pfipravky jako maximalni davku Iécivého pfipravku/
kg podanou za jednu hodinu v pfipadé intravendzniho, respektive
intratekdlnfho parenteralniho podani (vypocet 1, respektive 3.) a tytéz
vypocty pro dospélou osobu, vazici 70 kg (vypocet 2., respektive 4.).

1. Produkt A, Maximdlini ddvka M = 50 mg/kg, Dospéld osoba, Typ poddni
— intramuskuldrni, Délka poddni — jednordzovd, Koncentrace 25 mg/ml
E
5o
EL= —2— =0,1 EU/mg
mg
50 —
kg
EL=0,1 EU/mg x 25 mg/ml = 2,5 EU/ml

2. Produkt A, Maximdini ddvka M = 50 mg/dospéld osoba, Typ poddni
— intramuskuldrni, Délka poddni — jednordzovd, Koncentrace 25 mg/ml

EU
osoba

EL= =7 EU/mg

mg
osoba

EL =7 EU/mg x 25 mg/ml =175 EU/ml

3. Produkt B, Maximdlni ddvka M = 50 mg/kg, Dospéld osoba, Typ poddni
— intratekdlni, Délka poddni — jednordzovd, Koncentrace 25 mg/ml

o,2%
BL= " me
50@

EL = 0,004 EU/mg % 25 mg/ml =0,1 EU/ml

=0,004 EU/mg
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4. Produkt B, Maximdlni ddvka M = 50 mg/dospéld osoba, Typ poddni —
intratekdlIni, Délka poddni — jednordzovd, Koncentrace 25 mg/ml

EU
osoba

EL = =0,28 EU/mg

osoba

EL = 0,28 EU/mg x 25 mg/ml =7 EU/ml (15)

Nova strategie hodnoceni pyrogenity
v Evropském Iékopise (PhEur)

V Evropském |ékopise se pfipravuje zavedeni nové obecné kapitoly
5. 1. 13 Pyrogenicita. Tato kapitola bude slouZit jako navod pro uziva-
tele pfi vybéru a provadéni vhodného testu ke kontrole pyrogenity
farmaceutickych produkt(, a to bud prostfednictvim testu na bakteri-
alnf endotoxiny (BET), nebo testu aktivace monocytd (MAT). Soucasti
kapitoly bude také oddvodnéni volby konkrétniho testu.

Pokyny budou zahrnovat Uvahy tykajici se posouzeni rizik, které jsou
nezbytné pro podporu pouziti BET jako jediného testu pyrogenity. Tyto
Uvahy budou vychdzet z detailnich znalosti produktu, napfiklad surovin,
vyrobniho procesu a dalsich relevantnich faktord, které by mohly vést
k pfitomnosti pyrogend, jez BET nemusi detekovat.

Monografie Pyrogenicita bude odkazovat na soucasné obecné
kapitoly, které popisuji metody pro kontrolu pyrogenity, jako jsou ka-
pitoly 2. 6. 14 BakteridIni endotoxiny, 2. 6. 30 Test aktivace monocytU
a 2. 6. 32 Test na bakteridIni endotoxiny vyuzivajici rekombinantni
faktor C. Dale budou zahrnuty odkazy na stavajici texty Ph. Eur, které
Ize vyuzit k nastaveni vhodnych limitd, napfiklad kapitola 5. 1. 10 pro
bakteridlni endotoxiny (16, 17).

Kontrola depyrogenizacniho procesu
Depyrogenizace je proces, kde je plsobenim vysoké teploty (op-
timalné 250-300 °C) po stanovenou dobu redukovan pocet bakte-
ridlnich endotoxind (pyrogend). Lékopisné postupy depyrogenizace
(snizeni obsahu lipopolysacharid() suchym teplem jsou definovany
jako vystaveni materidlu po dobu 30 min pfi teploté 250 °C, mohou
byt pouzity i jiné validované kombinace teploty a ¢asu, pokud zajistf
eliminaci pyrogent. Minimalni poZzadovana kombinace je ¢as 3 hodiny
a teplota 180 °C. Valida¢ni kritérium je snizeni minimalné o 3 log zachy-
ceného endotoxinu v mezindrodnich jednotkéach (IU), pficemz se musi

zkouset pocatecni hladina a zbytkové hladina endotoxinu. K vypoctu

LITERATURA

1. Zémecnik J. Patologie. Praha: LD Prager Publishing, 2019. ISBN 978-80-270-6457-1

2. Combes RD. Comprehensive Medicinal Chemistry Il, 1.12 — Alternatives to Animal Tes-
ting, 2007;1:463-487.

3. Silva CC, et al. Applicability of the Monocyte Activation Test (MAT) for hyperimmune
sera in the routine of the quality control laboratory: Comparison with the Rabbit Pyrogen
Test (RPT). Toxicology in Vitro 32 (2016):70-75.

4. Komarek P, Rabiskovéa M, et al. Technologie Iékd. Praha: Galén; 2006:252-253.

5. Bacterial Endotoxins/Pyrogens [online]. FDA, [cit. 11/04/2024]. Available from https://
www.fda.gov/inspections-compliance-enforcement-and-criminal-investigations/inspec-
tion-technical-guides/bacterial-endotoxinspyrogens.

6. Cesky lékopis 2017. Clanek 2. 6. Biologické zkousky 2. 6. 8. Pyrogenni l4tky. Praha: Gra-
da; 2017: 254.

7. Ceskoslovensky Iékopis, vydani druhé. CsL 2. Praha Statnf zdravotnické nakladatelstvi:
Praha; 1954: 137-138.

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE / Ces. slov. Farm. 2024;73(3):169-174 /

akumulované destrukce endotoxinu FH Ize pouZit nasledujici vzorec
(vzorec (2)) (17,18):

Vzorec2

t T-250 tz T-250
2 A——) (——)
FHzft 10" 50 zgm s0 ) At
1

1
t1 — doba, kdy namérend teplota poprvé vystoupi nad 250 °C; t2 — doba, kdy na-
meéfend teplota je naposledy nad 250 °C; T - teplota namérend v kazdém casovém
inkrementu; At - casovy interval, ve kterém se provddi teplotni méfeni; k vypoctu
Ize pouzit pouze T> 250 °C

Zavér

V rdmci pripravovaného zavedeni nové obecné kapitoly 5. 1. 13
Pyrogenicita v Evropském Iékopise dojde také k revizi ¢lanku tykajictho
se parenterdlnich pfipravkd. Tato revize zahrnuje zmény v oznacovani
téchto pfipravkd v kontextu jejich pyrogenity a pfftomnosti endotoxind.
Dulezité zmény budou zahrnovat aktualizaci terminologie a metodolo-
gie pro hodnocenf pfitomnosti endotoxinC v parenteralnich produktech:
B Oznacenijako ,prosté bakteridlnich endotoxin” (free from bacterial

endotoxins):

V pfipadé, Ze parenterdlni pfipravky jsou oznaceny jako ,prosté bak-
teridlnich endotoxin®”, bude jejich kvalita hodnocena prostfednictvim
testl popsanych v kapitole 2. 6. 14 Bakterialni endotoxiny nebo kapitole
2.6.32 Test na bakteridlni endotoxiny vyuzivajici rekombinantni faktor
C. Tyto testy poskytuiji specifické tdaje o pfitomnosti endotoxinC v pfi-
pravku, které jsou zasadnf pro zajisténi jejich bezpelnosti.
®  Oznacenfjako ,nepyrogenni” (apyrogenic):

Pokud je parenteraini pfipravek oznacen jako ,nepyrogenni’, bude
jeho pyrogenita hodnocena testem podle kapitoly 2. 6. 30 Test aktivace
monocytd. Tento test je navrZzen k detekci Sirokého spektra pyrogend,
vcetné téch, které nejsou detekovatelné standardnimi testy na endotoxi-
ny, a poskytuje tak komplexni pohled na pyrogenni zatizeni produktu.

Tato zména v oznacovani a hodnoceni je klicova pro zajisténi pfisné
kontroly kvality a bezpecnosti parenterdlnich pfipravkd. Revize ¢lanku
Parenteralia zabezpedi, ze spravné testovaci metody jsou aplikovany na
zékladé specifickych pozadavk( na pritomnost endotoxint a pyrogen,
coz umozni presnéjsi hodnoceni a zvyseni bezpec¢nosti léciv. Tim se
zajistf, ze farmaceutické produkty budou odpovidat nejnovéjsim stan-
dardlm kvality a budou bezpecné pro pouriti v klinické praxi.
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