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1. Introduccién y objetivos |
Ofrecer instrucciones para la ejecucidén de las pruebas de pirégenos.

Se aplica a los productos semielaborados, materias primas y productos terminados en los
que se requiere la prueba de pirdgenos.

1.1 Ambito operativo

La prueba se realiza en los edificios N° 12A {Animalaric Central}

1.2 Personal Encargado

El presente procedimiento serd efectuado por el personal de la seccion AE {ARC).

2. Abreviaturas y definiciones

e ARC = Centro de Recursos Animales
e AE = Experimentos Animales

e ml=mililitro

e Kg=kilogramo

e °(C=grados centigrados

e P.C. =Ordenador personal

¢ S.P.F = patdgenos libres especificos

Abreviaturas utilizadas para la redaccidon de los registros de uso de [os conejos

e SCROK = Seleccion Ok

e SCRNOK = Seleccion no OK
ELIM = Eliminado

NS = NO elegido

NU = No utilizado

FS = Realizar Seleccidn

OK = Prueba aprobada
NOK = Prueba no aprobada

artis Argentina S-
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3. Materiales e instrumentos

3.1 Materias primas y materiales

¢ Conejos adultos machos o hembras (SPF) de peso no inferior a los 1,5 Kg, cepa de
Nueva Zelanda, provenientes de criaderos calificados

» Matraces de plastico de 125 y 250 ml, probetas de plastico de 15 y 50 ml estériles y
apirdgenas

¢ Solucidn fisioldgica o destilada apirégena en ampollas o frascos

e Jeringas descartables estérilesde 1, 2,5, 5, 10, 20, 30

3.2 Instrumentos

Sistema Pharmalab (ver Sop 301968)

Balanza digital Sartorius modelo 16800 interfaz o equipo analogo;

Termostato KW modelo 94 IN-J4410

Cajones contenedores para conejos provistos por la empresa Tecniplast (Gazzada
VA)

4, Instrucciones operativas

4.1 Preparacion de Reactivos vy Soluciones
No aplicable.

4.2 Preparacion de Estandares {o.Referencias)

No aplicable

4.3 Preparacion de las muestras
Ver adjunto N° 1 “Ejemplo de tabla de preparacion de las muestras” segiin FE y CFR

4.4 Método operativo

4.4.1. DE ACUERDO CON LA FARMACOPEA ITALIANA (FUI) Y EUROPEA(FE)

4.4.2. Animales . ; /Qaf_\_/
@%’Pfu%g:iSA Nolaftis Argentina §
N 14640
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Después de por lo menos ocho dias de cuarentena / aclimatacién los conejos se identifican
(ademas del tatuaje impreso en el pabelldn auricular) con un nlimero correlativo escrito en
el pabellén interno de la oreja u otro sistema considerado apto y posteriormente se los
pesa.

Todos los conejos son mantenidos bajo control mediante la redaccién de un Registro {ver
adjunto N° 3) en el que se especifica lo descripto en el punto 4.5.4.

El registro se actualiza en el laboratorio después de cada prueba y se archiva en el
departamento ARC (local 102) '

4.4.3. Seleccion de los animales (seleccidn previa y seleccidn del producto)
La eleccion de los animales se realiza excluyendo de las pruebas a los conejos que:

1. en la semana anterior hayan perdido masa corpérea. Para verificar la pérdida de
masa corpdrea los animales se pesan una vez por semana. Las condiciones de
comparacién (hora, administracién de la comida y agua) entre los dos pesajes deben
ser las mismas. E] animal es considerado apto si entre un pesaje y el otro no pierde
mas del 10% de su peso, atribuible a una variabilidad fisiolégica {heces, orinas,
estado de hidratacién}. Los pesos de los animales se registran mediante el sistema
Pharmalab.

2. hayan sido utilizados en los tres dias anteriores, mientras hayan tenido siempre un
resultado negativo;

3. hayan sido utilizados en las tres semanas anteriores en una prueba que haya
revelado la existencia de pirégenos;

4. en cualquier prueba sobre los pirdgenos en los que el aumento promedio de la
temperatura de los animales haya sido superior a 1,2° C (aumento térmico de la
tripleta de los conejos mayor a 3,6° C)

En este caso los conejos ya no pueden ser empleados para las pruebas de los pirégenos y se
sacrifican o se destinan a otros experimentos {por ejemplo: produccidn de anticuerpos
policlonales).

4.4.4 PRUEBA PREVIA (Seleccidn previa)

Una prueba preliminar con suministro de solucién fisiolégica estéril apirégena debe ser
efectuada de uno a tres dias anteriores a la prueba definitiva en los conejos, considerados
aptos en el punto 4.4.3, que si bien no fallaron nunca/la prueba no fyeron_utilizados en los

catorce dias anteriores, eon inclusién de los conejo rimara vez en una
prueba de pirégenos. s Argentina 8.A. rarti )
AR Lo o . Pagina 4 de 27
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4.4.5 Preparacion de los animales

e Ei dia anterior a la prueba, por lo menos 18 horas antes, los conejos se ponen en
ayunas.

¢ laprueba se realiza en el correspondiente local de tratamiento (habitacién 005A Ed.
12A). La diferencia de temperatura entre el animalario de los conejos (habitacién
004 Ed. 12A° o habitacién 009 Ed. 12A) y el local de tratamiento no debe ser
superior a 3° C como lo revela el sistema Pharmalab.

e Los conejos se colocan con el maximo cuidado y delicadeza en los correspondientes
contenedores numerados, por lo menos una hora antes de la prueba, y deben
permanecer alli durante el tiempo que dure la prueba.

e La sonda para detectar |la temperatura del conejo se introduce en el recto ¢on una
profundidad de por lo menos 5 ¢cm y se sujeta a la cola de! animal con un hilo de
plomo u otro sistema considerado apto.

¢ El nimero de la sonda, el niumero y el peso del conejo, la marcha de ia prueba, son
detectados por el sistema informatizado.

4.4.6 Determinacidn de la temperatura inicial

En esta fase se ohtiene la temperatura rectal de todos los conejos cada 15’ por 105 para
determinar la temperatura inicial. Pasados los 105" se podran utilizar todos los animales
que:

1. no presenten una variacion de temperatura superior a los 0,2° C en dos lecturas
consecutivas;
2. cuya temperatura rectal no es inferior a 38° C ni superior a los 39,8° C;

La temperatura inicial del conejo se obtiene del promedio de las lecturas al minuto 75 y al
minuto 105.

Si_durante la_selecciéon para la_prueba previa una sonda se sale el conejo debe ser
descartado.

4.4.7 Inoculacion de la solucion fisioldgica:

A cada animal se le aplica 10 ml/ kg de solucién fisiologica apirogena estéril por via
endovenosa (ver adjunto 4 como ejemplo)

4.4.8 Determinacion de |a variacidon de temperatura . -
Mo is Argentin
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En esta fase se toma la temperatura cada 30’ durante las tres horas posteriores a la
inoculacién del producto a través del sistema informatizado. La temperatura mdxima de
cada conejo es la temperatura mas elevada detectada en dicho lapso de tiempo.

La diferencia entre la temperatura mdxima y la temperatura inicial de un mismo conejo
constituye el aumento térmico determinante para ia respuesta.

Los conejos que aumentan su temperatura menor o igual a 0,6° C son aptos a la inoculacion
de la muestra en estudio que deberd ocurrir dentro de los 3 dias posteriores (superado
dicho periodo hay que repetir la prueba de deteccidn); los conejos que presentan un
aumento térmico superior a los 0,6° C no pueden ser utilizados para |a siguiente prueba de
los pirégenos.

4.4.9 Limpieza de las sondas rectales

Al finalizar cada sesion (seleccién previa y seleccion del producto) las sondas utilizadas se
limpian y se desinfectan con desinfectante en uso de acuerdo a SOP 236619

4.4.10 PRUEBA PARA EL PRODUCTO
4.4.11 Preparacion del animal

* El dia anterior a la prueba por lo menos 18 horas antes, los conejos se ponen en
ayunas.

e Laprueba se realiza en el correspondiente local de tratamiento (habitacidén 005A Ed.
12A). La diferencia de temperatura en el animalario de los conejos (habitacién 004
Ed. 12A° o habitacién 009 Ed. 12A)} y el local de tratamiento no debe ser superior a
3° C como lo revela el sistema Pharmalab.

¢ Los conejos se colocan con el maximo cuidado y delicadeza en los correspondientes
contenedores numerados, por |0 menos una hora antes de la prueba, vy alli deben
permanecer durante el tiempo que dure la prueba.

e La sonda para detectar la temperatura del conejo se introduce en el recto con una
profundidad de por lo menos 5 cm y se sujeta a la cola del animal con un hilo de
plomo u otro sistema considerado apto.

e El ndmero de la sonda, el nimero y el peso del conejo, la marcha de la prueba, son
detectados por el sistema informatizado.

4.4.12 Determinacion de la temperatura inicial

artis Argenting§.
Farm, Sergio Imirtzian
_‘Gtt_a. de Asuntos Regulatorios
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En esta fase se obtiene la temperatura rectal de todos ios conejos cada 15’ por 105" para
determinar la temperatura inicial. Pasados los 105’ se podran utilizar todos los animales
que:
1. no presenten una variacion de temperatura superior a los 0,2° C en dos lecturas
consecutivas;
2. cuyatemperatura rectal no es inferior a 38° C ni superior a los 39,8°C;
3. en el dmbito de la misma terna no presentan temperaturas rectales que difieren
entresien masde 1° C

La temperatura inicial del conejo se obtiene del promedio de las fecturas al minuto 75 vy al
minuto 105. _

En la prueba definitiva se forman tripletas {ternas) de conejos y a cada una de ellas se le
inocula el mismo producto.

Si durante la seleccién una sonda se sale el conejo debe ser descartado.

4.4.13 Inoculacidn del producto a examinar

El producto, previamente calentado a la temperatura de 37° C % 2, se inocula lentamente
por via endovenosa en no mas de 4 minutos en la vena marginal de la oreja, segin las
especificaciones de! producto que se examina y siempre en un volumen no inferior a los 0,5
ml/ kg y no superior a los 10 ml/ kg de masa corpérea (ver adjunto 4 como ejempio)

4.4.14 Determinacion de la variacion de temperatura

En esta fase se toma la temperatura cada 30’ durante las tres horas posteriores a la
inoculacién dei producto a través del sistema informatizado. La temperatura mdxima de
cada conejo es la temperatura mas elevada detectada en dicho lapso de tiempo.

La diferencia entre la temperatura méxima y la temperatura inicial de un mismo conejo
constituye el aumento térmico determinante para la respuesta.

Si durante la_prueba de los pirégenos sobre una muestra una_sonda se sale v la
temperatura se registra, la prueba queda invalidada.

4.4.15 Limpieza de las sondas rectales
Ver punto 4.4.9

i
;

4.4,16 DE ACUERDO CON LA FARMACOPEA NORTEAMERICANA (USP) .
Movardis Argenting S,
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4.4.17 Animales
Ver puntos 4.4.2y 4.4.3

4.4.18 PRUEBA PREVIO (seleccion previa)

Una prueba preliminar (seleccién previa) con suministro de solucion fisioldgica estéril
apirégena debe ser efectuada de uno a siete dias previos a la prueba definitiva en los
conejos antes de utilizar los conejos por primera vez en una prueba de pirégenos;

No dehen ser utilizados los conejos:

1.
2,

3.

Mas de una vez cada 48 horas.

Antes de dos semanas si se detectd un aumento de la temperatura superior a los
0,6°C.

Que hayan dado para una prueba un resultado pirégeno.

En este caso los conejos ya no pueden ser empleados para las pruebas de los pirdgenos v se
sacrifican o se destinan a otros experimentos (por ejemplo: produccién de anticuerpos
policlonales)

4.4,19 Preparacion de los animales

El dia anterior 2 la prueba por lo menos 18 horas antes, los conejos, considerados
aptos de acuerdo al punto 4.4.3, se ponen en ayunas.

La prueba se realiza en el correspondiente local de tratamiento {(habitacion 005A Ed.
12A o habitacién 009 Ed. 12A} en el que la temperatura debe estar comprendida
entre los 20 y 23° Cy no debe variar en + 3° C de |a seleccionada.

Los conejos se colocan ¢con el maximo cuidado y delicadeza en los correspondientes
contenedores numerados y deben permanecer alli durante el tiempo que dure la
prueba.

La sonda para detectar la temperatura del conejo se introduce en el recto con una
profundidad de por io menos 7,5 cm y se sujeta a la cola del animal con un hilo de
plomo u otro sistema considerado apto.

El nimero de la sonda, el nimero y el peso del conejo, la-marcha de la prueba, son
detectado por el sistema informatizado.

4.4.20 Determinacion de la temperatura inicial /“/);M/—i
Novarfis Argentina &
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En esta fase se obtiene la temperatura rectal de todos los conejos cada 15’ por 105’ para
determinar la temperatura inicial. Pasados los 105’ se podran utilizar todos los animales
que:

1. cuya temperatura rectal no sea inferior a 38° C ni superior a los 39,8° C;

La temperatura inicial del conejo se obtiene del promedio de las lecturas al minuto 75 v al
minuto 105.

Si durante la seleccién para la prueba previa _una sonda se sale el conejo debe ser
descartado.

4.4.21 inoculacién de la solucion fisioldgica:
Ver punto 4.4.7

4.4.22 Determinacién de la variacion de temperatura

En esta fase se toma la temperatura cada 30’ durante las tres horas posteriores a la
inoculacion del producto a través del sistema informatizado. La temperatura mdximo de
cada conejo es la temperatura mas elevada detectada en dicho lapso de tiempo.

La diferencia entre la temperatura mdxima y la temperatura inicial de un mismo conejo
constituye el aumento térmico determinante para la respuesta.

Los conejos que aumentan su temperatura menor o igual a 0,6° C son aptos a la inoculacién
de la muestra en estudio que deberd ocurrir dentro de los 7 dias posteriores (superado
dicho periodo hay que repetir la prueba de deteccién); los conejos que presentan un
aumento térmico superior a los 0,6° C no pueden ser utilizados para la siguiente prueba de
los pirégenos.

4.4.23 Limpieza de las sondas rectales
Ver punto 4.4.9

Novartis Argentina SA,

NOYEis Arger
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4.4.24 PRUEBA PARA EL PRODUCTO
4.4.25 Seleccién de los animales
No deben ser utilizados los conejos:

1. Mas de una vez cada 48 horas.
2. Antes de dos semanas si se detectd un aumento de la temperatura superior a los
0,6°C.
3. Que hayan dado para una prueba un resultado pirégeno.
En este caso los conejos ya no pueden ser empleados para las pruebas de los pirégenos y se
sacrifican o se destinan a otros experimentos {por ejemplo: produccién de anticuerpos
policlonales).

4.4.26 Preparacion de los animales
Ver puntos 4.4.5

4.4.27 Determinacion de la temperatura inicial

En esta fase se obtiene la temperatura rectal de todos los conejos cada 15’ por 105 para
determinar la temperatura inicial. Pasados los 105’ se podran utilizar todos los animales
que: '
1. cuya temperatura rectal no es inferior a 38° C ni superior a los 39,8° C;
2. en el ambito de la misma terna no presentan temperaturas rectales que difieren
entresidemasde 1°C

La temperatura inicial del conejo se obtiene del promedio de las lecturas al minuto 75 vy al
minuto 105.

En la prueba definitiva se forman tripletes (ternas) de conejos y a cada una de ellas se le
inocula el mismo producto.

Si durante la seleccidn una sonda se sale el conejo debe ser descartado.

4.4.28 Inoculacidn del producto a examinar

El producto, previamente calentado a la temperatura de 37° Ct2, se inocula lentamente
por via endovenosa en no mas de 4 minutos en la vena marginal de la oreja, segin las
especificaciones del producto que se examina. Como prevé la USP 24 el producto cuando
no estd especificado por ninguna publicaciéon, debe ser preparado e i de acuerdo a

los pardmetros indicados emel 21 CFR
Q&aﬂ
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4.4,29 Determinacidn de la variacién de temperatura
Ver punto 4.4.14

4.4.30 Limpieza de las sondas rectales
Ver punto 4.4.9

4.5 Criterio de validez del analisis / Evaluacién de los resultados

4.5.1. De Acuerdo con la FE

La variacién negativa de temperatura se considera como aumento cero y se registra como
0,00. Segun la Farmacopea Italiana y Europea la prueba realizada en 3 conejos puede
repetirse en otros 3 conejos hasta un maximo de 12.

La prueba resulta positiva cuando la suma de las respuestas de los primeros 3 conejos no
supera el valor indicado en la segunda columna de ia tabla A. Si la suma de las respuestas
esta comprendida entre los valores indicados en la segunda y la tercera columna de la tabla
A, la prueba debe repetirse / continuarse como se especifica en la presente. Si la suma de
las respuestas es superior al valor indicado en la tercera columna el control no es positivo.

TABLA A: SEGUN FARMACOPEA ITALIANA Y EUROPEA

Cantidad de los El control es positivo si la suma El control es negativo si la
conejos de las respuestas no supera: suma de las respuestas supera:
3 1,15°C 2,65°C
6 2,80°C 4,30°C
9 4,45° C 5,95°C
12 6,60° C 6,60° C

4.5.2 Evaluacidn de la respuesta referida al producto Encepur / Botulino

dos es la misma de
{adjunto) indica

En relacion al producto Encepur y Boltulino la evaluacidn de los resul
la indicada en el punto 4.5.1 con la diferencia que el farmulario de angljsi
en la primera pagina la leyenda PASS o FAIL.

Ngvaltis Argentina S.A.  MevarisZArgentina S.A,
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