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Praca ujmuje przeglądowo zastosowania testu Limulus Amoebocyte Lysate 
LAL do oznaczania zawartości endotoksyny w preparatach biologicznych. 
Omówiono rozwój badań nad endotoksyną, jej chemicznymi i biologicznymi 
właściwościami, oraz efekty działania. Podano charakterystykę Limulus połyphe- 
mus, zasady testu LAL, oraz jego zastosowanie do wykrywania endotoksyny 
w różnych rodzajach preparatów.

WSTĘP

Użycie testu LAL do wykrywania i kontroli obecności substancji pirogennych w pro ­
duktach farmaceutycznych i sprzęcie medycznym jest odkryciem ostatnich piętnastu 
lat. Jednakże związek między reakcją a iniekq'ą dożylną płynów infuzyjnych jest znany 
od ponad 100 lat. W 1862 r. Billroth [4] po raz pierwszy użył słowa „pyrogen” 
w odniesieniu do substancji wywołujących gorączkę.

Nazwa „endotoksyną” odnosi się do specyficznego pirogenu związanego ze ścianą 
G ram (-) bakterii, a określenie „lipopolisacharyd” (LPS) związane jest ze strukturą 
biochemiczną endotoksyny. Zazwyczaj endotoksyny uwalniają się podczas lizy kom órek 
bakteryjnych [2, 3].

Endotoksyną składa się z kompleksów lipidów i polisacharydów o różnym składzie 
chemicznym.

Wywiera ona liczne i bardzo różne efekty patofizjologiczne na żywe organizmy
• poszczególne narządy. Reakcja organizmu na endotoksynę jest zwykle układowa
1 objawia się podwyższoną tem peraturą, dreszczami, tachykardią, bólami głowy, obniże­
niem ciśnienia, biegunką, bólami mięśniowymi, nudnościami, wymiotami i innymi 
objawami [8]. W najcięższych przypadkach, gdy dochodzi do uwolnienia w organizmie 
dużych ilości endotoksyny, lub w wyniku podania płynów infuzyjnych czy preparatów  
zawierających duże dawki endotoksyny może wystąpić tzw. szok endotoksyczny, który
2 kolei może zakończyć się zejściem śmiertelnym [10, 30]. W związku z powyższym 
■stnieje konieczność kontroli wszelkiego rodzaju płynów i preparatów  do iniekcji, 
a także sprzętu medycznego w kierunku obecności endotoksyny [1, 18].



BUDOWA CHEMICZNA ENDOTOKSYN

Endotoksyny bakterii Gram-ujemnych są lipopolisacharydami (LPS), ich masa 
cząsteczkowa waha się od 900.000 do 1.000.000, są substancjami odpornym i na ciepło 
(tzw. ciepłostałymi). Antygenowe właściwości lipopolisacharydów są związane z ich 
częścią wielocukrową, a większość aktywności biologicznych wiąże się z częścią lipidową.

M ożna wyróżnić zasadnicze trzy części w budowie przestrzennej LPS [24]:
1. Polisacharyd swoisty dla antygenu O (np. Antygen somatyczny O Salmonella) 

danego szczepu bakterii złożony z powtarzających się kombinacji oligosacharydów (np. 
m annoza-ram noza-galaktoza) tworzących swoistą determ inantę haptenową.

2. Polisacharyd rdzeniowy (N-acetyloglukozoamina, glukoza, galaktoza, heptoza) 
jednakowy u wszystkich bakterii Gram-ujemnych.

3. Lipid A  jest zbudowany z dwusacharydowego rdzenia, powiązanego z pewną 
liczbą reszt acylowych, którymi mogą się różnić lipidy A  pochodzące z różnych bakterii.

Czasami u niektórych drobnoustrojów (np. Salmonella minnesota), lipid A  występuje 
w kilku wersjach jednocześnie. Rdzeń polisacharydowy połączony jest z lipidem A  za 
pom ocą kwasu 3-dezoksy-D-mannooktulozowego. Rdzeń polisacharydowy i lipid A 
m ogą być połączone 2-keto-3-dezoksytrójsacharydem [24, 29].

S truktura chemiczna lipidu A  poszczególnych bakterii wykazuje swoistość gatun­
kową. W  przypadku niektórych drobnoustrojów lipid A jest m ieszaniną kilku związków
o zbliżonej strukturze (Rye. 1).
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Rye. 1. Chemiczna budowa lipidu A.
The chemical structure of Lipid A.

Lipopolisacharydy bakteryjne są tak rozpowszechnione i mają tak wielostronne 
działanie np. immunostymulujące z jednej strony, a toksyczne z drugiej strony, że przy 
stosowaniu preparatów  pochodzenia biologicznego (surowice, szczepionki, płyny infu- 
zyjne i inne) należy określić zawartość LPS i wykluczyć zanieczyszczenie nim tychże 
preparatów .

Biologiczna reaktywność lipopolisacharydów bakteryjnych jest bardzo różnorodna 
[24]. Endotoksyny działają na układ odpornościowy, wywierają działanie na k o m ó r k i  

bezpośrednio i pośrednio. W iązanie LPS do błony komórkowej jest p o d s ta w o w y m  

etapem  interakcji LPS z komórkami. Interakcja ta wyzwala kaskadę reakcji wewnątrz 
komórkowych. W iąże się z receptoram i na błonie komórkowej w formie kompleksu 
LPS-binding protein (LBP), który jest glikoproteiną surowiczą mającą powinowactwo 
do receptora CD18 („scarenger receptor”). Innymi mechanizmami działania LPS na 
monocyty i makrofagi są absorpcja, pinocytoza i fagocytoza.

Lipopolisacharydy indukują szerokie spektrum  reakcji biologicznych [22, 31].
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Efekt działania endotoksyny (LPS) jest zależny od dawki. W zależności od niej różny 
jest udział poszczególnych reakcji bezpośrednich i pośrednich składających się na całą 
odpowiedź.

W Polsce od szeregu lat produkowany był preparat lipopolisacharydu z hodowli E. 
coli szczep Kroegera 08 otrzymywany zmodyfikowaną m etodą Westphala i Leudeńtza, 
noszący nazwę Pyrogen Standard. Był to preparat służący do: 1) badania wrażliwości 
zwierząt doświadczalnych (królików) na działanie ciał gorączkotwórczych, a także 2) 
służący do nieswoistego pobudzenia odporności w stanach nawracających zakażeń 
układu oddechowego. Wykorzystanie tego preparatu  wymagało jednak  dalszych badań. 
W Centrum  Szkolenia Kadry Wojskowej Akademii Medycznej były prowadzone bada­
nia, na podstawie których stwierdzono, że preparat jest nietoksyczny. Nawet cała 
ampułka (500 j) Pyrogenu podana myszy nie powodowała jej śmierci. Z  kolei Pyrogen 
podawany człowiekowi podskórnie w ilości 50-450 j był przyczyną zaczerwienienia i 
obrzęku utrzymującego się w miejscu wstrzyknięcia przez 2 dni oraz m anifestował się 
wzrostem tem peratury do 38°C.

W wielu krajach do tej pory prawnie obowiązującym testem  na obecność ciał 
pirogennych jest tzw. test króliczy. W 1985 r. został przez Farm akopeę U SA wprowa­
dzony test LAL (Lim ulus amoebocyte lysate) jako oficjalnie stosowany test do określania 
stężenia endotoksyn bakteryjnych w wodzie [27, 28].

CHARAKTERYSTYKA LIMULUS POLYPHEMUS

Odczynnikiem stosowanym w teście LAL jest lizat amebocytów (kom órek krwi) 
jednego z przedstawicieli stawonogów (Arthropoda), należącego do gromady staroraków 
(Merostomata) w podtypie szczękoczułkowców (Chelicerata) o nazwie Lim ulus polyphe- 
mus. Potocznie zwany jest on „krabem ” podkowiastym, choć nie ma nic wspólnego z 
krabami czy skorupiakami. Właściwą nazwą jest skrzypłocz. Żyje na wybrzeżu atlantyc­
kim Ameryki Płn. Od M aine po Jukatan a także w wodach Pacyfiku od Zatoki Bengal­
skiej po płd.-zach. Japonię, na Sumatrze, Borneo i Filipinach (Ryc. 2).

Ryc. 2. Fotografia Limulus polyphemus.
Photography of Limulus polyphemus.



Zetknięcie się krwi skrzypłocza z endotoksyną bakteryjną (LPS) prowadzi do agre­
gacji amebocytów, ich degranulacji i rozerwania, efektem  tego jest tworzenie się 
skrzepu pozakomórkowego. Bakterie Gram  (-)  zostają w ten sposób unieruchomione 
w skrzepie. W naturze reakcja ta ma za zadanie chronić Lim ulus przed inwazją bakterii 
Gram  (-).

Właściwości koagulacji endotoksyn bakterii Gram  (-)  przez amebocyty Limulus 
zostały wykorzystane in vitro do testu określającego stężenie endotoksyn w badanych 
preparatach.

ZASADA TESTU LAL (LIMULUS AMOEBOCYTE LYSATE)

Test LAL wykorzystuje zdolność endotoksyny do aktywacji kaskadowej reakcji od 
proenzym u-koagulogenu do enzymu koagulazy przy użyciu lizatu Lim ulus amoebocyte 
(LAL). W  diagnostyce jest szeroko stosowany do wykrywania endotoksyn przy endo- 
toksemii, w surowicach pacjentów, zanieczyszczeniach endotoksyną preparatów  poda­
wanych w iniekcjach, a także w skażeniach nią sprzętu medycznego. D o testu LAL 
stosuje się odpowiednie zestawy odczynników różnych firm (np. Chromogenix-Sweden).

O dróżnia się trzy podstawowe metody postępowania (ryc. 3).
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Ryc. 3. Modyfikacje testu LAL.
The modifications of basic LAL test.

• M etoda żelowa (gel-clot) -  opiera się na zasadzie reakcji endotoksyny z krwią 
skrzypłocza powodującej koagulację poprzez uruchom ienie łańcucha reakcji enzy­
matycznych w wyniku których powstaje żel. Reakcja ta  jest pół ilościowa. W reakcji 
tej wyznacza się „punkt końcowy” powstającego żelu wobec krzywej standardowej 
ustawionej w granicach międzynarodowych jednostek aktywności endotoksyny (EU): 
od 0,03 EU /m l do 1,2 EU/m l (Ryc. 4).

• M etoda turbidymetryczna polega na podobnym postępowaniu tylko, że oznacza się 
zm ętnienie wobec krzywej standardowej przy dł. fali 405 nm.

• Test LAL z użyciem substratu chromogenicznego S-2423, KABI (tzw. zestaw Endo 
LAL C oatest Endotoxin). Reakcja polega na uaktywnianiu enzymów obecnych 
w odczynniku LAL, które działając na substrat S-2423 uwalniają z niego p-nitroani- 
linę (PN A ) wg schematu:

S-2423 -> peptyd + p-Nitroanilina
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rzęta doświadczalne. I tak np. epinefryna, błękit metylowy amfoteryna B, kontrasty są 
z natury rzeczy gorączkotwórcze [6, 7]. Ponadto stwierdzono, że roztwory fosforanowe 
wolne od pirogenów mogą wywołać gorączkę u królików, jeżeli są wstrzyknięte 
w dużych ilościach [27, 28], w przeciwieństwie do niektórych środków uspokajających 
takich jak pochodne fenotiazyny, kortykosteroidy, preparaty przeciw gorączkowe (pa­
racetam ol, A PA P i in.), mogące obniżyć tem peraturę ciała królika, maskując w ten 
sposób pirogenny potencjał badanych roztworów [2, 3]. Z  tego wynika, że pewne grupy 
preparatów  (chem ioterapeutyki, antybiotyki, płyny infuzyjne i dooponow e) są trudne 
do badań testem  na królikach na obecność substancji pirogennych ze względu na ich 
różne właściwości [6, 7, 11, 16, 17, 19, 32]. Szczególnie w przypadku preparatów 
dooponowych obecność pirogenów jest wyjątkowo niebezpieczna ze względu na drogę 
ich podawania i powinna zostać wykluczona.

Jak wspom niano wcześniej w 1985 r. do badania stężenia endotoksyny bakteryjnej 
w wodzie jako potencjalnego wskaźnika pirogenności Farm akopea U SA wprowadziła 
oficjalnie test LAL [33].

W 1987 r. Farm akopea Europejska [12] zatwierdziła LAL do oznaczania endotok­
syny w wodzie. FD A  US w tym samym roku podaje dopuszczalną zawartość endotok­
syny w lekach, niektórych produktach biologicznych i sprzęcie medycznym [15].

Pfeiffer [26] podaje, że 12 laboratoriów w różnych krajach należących do przemysłu 
farm aceutycznego już rutynowo stosuje powyższy test zamiast testu na królikach. 
Dotyczy to zarówno badań w trakcie procesu produkcyjnego jak też oznaczeń pirogen­
ności produktów  końcowych np. płynów do wlewek pozajelitowych [23], szczepionek 
bakteryjnych i wirusowych [20], ekstraktów alergenowych [5], plazmy i frakcji osocza 
[9, 14, 25, 27, 28] oraz wielu innych preparatów  [11, 17, 32].

Jeżeli chodzi o zastosowanie testu LAL do oznaczania endotoksyny w osoczu krwi 
to niektórzy badacze [10, 25] twierdzą, że aktywacji enzymów i powstawaniu reakcji 
żelowej w teście LAL przeszkadzają naturalne inhibitory [21].

W H O  w 1990 r. zaakceptowała ten test obok tradycyjnego testu na królikach oraz 
elektroforetycznego testu za pom ocą barwienia srebrem  [34-36].

W ubiegłym roku niektóre firmy (SmithKline-Beecham, Merck-Sharp-Dohme) wpro­
wadziły test LAL do kontroli pirogenności szczepionek (np. Engerix, Pedvax) obok 
dotychczas stosowanego testu na królikach.

Farm akopea Polska -  FP V -  [13] wprowadziła test LAL jako obowiązujący do 
badania pirogenów w antybiotykach i wodzie zamiast wyłącznie do tej pory stosowa­
nego testu biologicznego.

W Zakładzie Badania Surowic i Szczepionek PZH  wykonano wstępne badania 
zawartości endotoksyny w wybranych grupach preparatów  biologicznych stosując test 
LAL [1]. Z badano zawartość endotoksyny w 44 biopreparatach w tym 20 serii szcze­
pionek wirusowych i bakteryjnych, 10 serii ludzkich immunoglobulin do stosowania 
dożylnego i 14 serii antybiotyków. W ykazano przydatność testu LAL do wykrywania 
endotoksyn w preparatach biologicznych. Prowadzone są dalsze badania zmierzające 
do określenia limitu endotoksyny w preparatach dla których dotychczas nie ma wy­
mogów.

Autorzy dziękują dr A. Fenton za pomoc w poszukiwaniu niektórych pozycji piśmiennictwa 
i dr B.I. Piotrowicz za opracowanie charakterystyki Limulus polyphemus.
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