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Resumo

“Procedimento para determinar o reactividade de
lipopolisacaride e/ou de lipidio-A e/ou de glucano, sendo tal

determinagio independente de factores anti-limulus”

P

Descrito é um  procedimento que & independente
dos factores que inibem factores de Limulus para medir
a reactividade dos lipopolissacaride (LPS) e/ou de
lipidio-A e/ou de glucano em liquidos biocldgicos com

o auxilio de wuma modificagdo do teste de Limulus

A independéncia dos factores que sdo anti-Limulus &

obtida por uma oxidagdc forte da amostra.



Descrigace

“Procedimento para determinar o reactividade de
lipopolisacaride e/ou de lipidio-A e/ou de glucano, sendo tal

determinacio independente de factores anti-limulus”

A presente invengdo diz respeito a um melhoria de teste para
determinar reatividades de lipopolisacaride e / ou de

lipidio-A e / ou de glucano em fluides do cozxpo.

Reatividade comc ¢é entendida no contexto do presente
descricdo é actividade de lipopcelisacaride e / ou de lipidio-
A e / ou de glucano, particularmente de beta-1,3-D-glucano,
num liquidos bioldgicos come por exemplo plasma.
lipopolisacaride e / ou lipidio-A e / ou glucano reativo ¢é
lipopolisacaride e / ou lipidio-A e / ou glucano gue é activo
e / ou livre no senﬁido patofisiologico e / ou farmacoldgico

e / ou toxicoldgico.

Infecgdes com béctérias gram-negativas (comc Escherichia
coli} ou com fungos (como Candida albicans) representam um
. grande problema médico desde muito tempo. Os germes podem
invadir o cdérrego do sangue, ou espago de maninges onde podem
causar fatais condic¢cdes, como sepsis ou meningite. Por
conseguinte, estes agentes patogénicos que s&o clinicamente

tdo importante devem ser diagnosticados ¢ mais cedo possivel.

No entanto, procedimentcs microbioldégicos para crescer estes
germes s&o muito lentos. Em muitos casos, o diagndstico sé
pode ser feito depois de dias ou semanas. No entanto, em
algumas horas o estado clinico do paciente pode piocrar de tal
forma, gque, no plior caso, © paciente morre devido a esta

infeccdo.



Portanto, ela tem sido muitas vezes tentou encurtar o
intervalo tempordric para fazer um diagndstico. Uma das teses
abordagens & a detecgdo de lipopolisacarides (a seguir
dencminado "LPS"), de lipido-A, ou de glucanos com o chamado
ensalio de Limulus. LPS, lipidio-A, e glucanos sdo perigosos
para ¢ doente, pois no sangue podem causar uma coagulagdo

intravascular disseminada patoldgica (DIC) .

Paredes das células das bactérias gram-negativas séo
parcialmente constituidas por LPS (no passado chamado
endotoxina), que é composta de polissacarideo que & a parte
inofensiva e de a parte de lipidio-A que gque é perigosa para

muitas células.

A reactividade LPS e/ou de lipidio-A e/ou de glucano é
de grande importdncia fisiopatolégica: LPS activa e/ou LPS
livre e / ou lipidio-2& ativo e / ou lipidic-A livre e / ou
glucano ativo e / ou lucano livre estd reagindo por exemplo
muito intensamente com o©s mondcitos de sangue ou com O
endotélio. Em seguida, os mondcitos podem ser ativados com
veeméncia ou eles podem ser destruidos, e compartimentos
internos da célula estd em contate com o plasma e

trombécitos.

Como  mondécitos contém  DNA e tecidos-factor, a
coagulacdo ¢é ativada imediatamente em sepsis. Coagulagéo
intravascular disseminada ameacga a vida porque, por exemplo,
thromboses miultiples em peguenas embarcag¢gdes de sangue podem

provocar a faléncia de muitos érgédos.

A presente invengdo descreve um procedimentc, que imita
a interagdo fisiopatoldgica, ou seja, a capacidade de
reacgdc, de LPS, de lipidio¥A, de glucano, respectivamente,
com células sensivels, em que as células e / ou membranas das

células in vitro sdoc substituidas pelos factores de Limulus.



Portanto, um tal procedimento que detecta com sensibilidade e
especificamente dentro de poucos minutos LPS, lipidio-A ocu
glucanos, especialmente LPS e / ou lipidio-A e / ou glucano,
reactivo e / ou livre é de grande importdncia clinica.
De acordo com o estado da técnica LPS é detectado com o
teste do Limulus [Hurley JC Endotoxemia: Methods of detection
and clinical correlates. Clinical Microbiclogy Reviews 1995,
8: 268-292]. O principio deste teste é que LPS - mas também
glucanos =~ estdoc ativando o sistema de coagulogen / coagulin
do Horseshoe-caranguejo (Limulus polyphemus); este sistema &

chamado o sistema de Limulus.

O sistema de limulus ~consiste principalmente dos
seguintes factores: factor C, factor B, facter A, e
coagulogen. LPS ou lipidio-A ativa factor C, factor C activado
ativa factor B, factor B activado é ativando factor A. Factor

A activado converte coagulogen que é scolivel em coagulin gque é

insoldvel.

No sistema de Limulus para glucanos, que sdo componentes
de fungos, hé também um fator G, que é activado por glucanos,
especialmente por beta-1,3-D-glucanos, a uma serina-protease,

o gue gera factor A activado.

QO sistema de Limulus é um sistema de defesa do Limulus
polyphemus contra germes patoldgicos e € um primitivo sistema

de imunidade natiwva.

No ensaio de Limulus LPS e/ou lipidio-A e / ou glucanos
da amcostra € agindo scbre os factores de amebocytes de
Limulus, nos seguintes chamados factores de Limulus, e se
traduz em mudancgas, gue podem ser detectadas em diferentes
formas (Hurley JC, Clinical Microbiology Reviews 1995, 8: 268~
292, Ochiai et al., Microbicl. Immunol. 2002; 46: 527-533).



Estes Limulus-factores s8¢ preparados de acordo com o estado
da técnica, através do lisado de amebocyvtes de Limulus (E.U.

3.954.663), a partir desta resulta o acrdédnimo LAL.

Exemplos de procedimentos de detecgdo sd3o o teste de
gelificacdo da LAL, o teste da LAL gque se baseia em

cocagulogen, bem como teste cromogénico da LAL.

No ensaio de LAL cromogénico (cromogénico teste de
Limulus) a reacg¢do da FactorhA activado para coagulogen é
imitado por substituig¢dc de coagulogen por um substrato
cromogénico, por exemplo, S-2834 ® (Isoleucyl-Glutamyl-Glycyl-
Arginyl-paranitrc-Anilide = IIe-Glu-Gly-Arg-pNA) ou 85-2423 ®
(CH3-CO-IIe-Glu-Gly-Arg-pNA) (Chromogenix, M&lndal, Suécia).

0 teste cromogénico de  Limulus é comercialmente
disponiveis, por exemplo, sob os nomes comerciais
LimulusAmebocytelysateEndochrome ® (Charles River Endosafe;
Charleston, E.U.A.), Coatest ® PlasmaEndotoxin ou Coamatic ®
Endotoxin (Chromogenix, M&lndal, Suécia) ou Pyrochrome ®

{CapeCode, Falmouth, E.U.A.).

O teste cromogénico de Limulus pode ser realizado em
cinéticos hiperbdlicos com uma medicdo em um ponto final (a
37°C, o tempc de incubacdo de plasma = 41 min; informacdes de
produto Pyrochrome ®, Haemochrom, Essen, Alemanha), ou seja,
substrato cromcgénico e os factores de Limulus C, B, A s3o
acrescentados Jjuntamente com a amostra a ser testada para
endotoxina. Consequentemente, a ativagdo dos fatores C, B, A,
que & a clivagem do substrato acontece ao mesmo tempo. Quanto
maior o tempo de incubacdo do ensalo é previamente & adigdo dc

reagente de paragem, o mais factorA ativado é geradc e og mais

substrato cromogénico & atacadoc.

Alternativamente, o substratoe cromcgénico pode ser



adicionado apdés um intervalo de tempo apédés a adicdo dos
fatores C, B, A. A desvantagem desta situagdc & que, durante a
acdo da endotoxina sobre os fatores C, B, A mais interacgdes

autocatalyticas e / ou autocdestructivas estédo acontecendo

(veja a figura 21). O substrato cromogénico (como adicionado
no ensaio de taxa hiperbélica) inibe parcialmente essas
interacgdes.

0 principal problema com o teste de Limulus é, gue as
elementos anti-Limulus da amostra, como por exemplo proteinas,
especialmente inibidores de proteases-serina, como
antitrombina III e / ou heparina-cofactor II e / ou alphal2-
antiplasmin, estdo perturbando a ativacdo do sistema de
Limulus. Isso significa que o resultade do teste do Limulus
depende, entre outras coisas sobre o conteddo das fatores
anti-Limulus na amostra, comc por exemplo: proteinas,
especialmente inibidores de proteases-— serina como
antitrombina III e / ou heparina-cofactor II e / ou alpha2-
antiplasmin (ver figuras 12,14) .,
Esta interferéncia & eliminado de acordo com o estado da
técnica por 10x diluigdo da amostra e pelo tratamento pelo
calor da amostra diluida antes do ensaio de Limulus, por
exemplo, para 15-20 min a 75°C. Alternativamente, a amostra
pode também ser acidificada para desactivar o factores anti-
‘Limulus (ver Obayashi, T. et al. Clin Chim Acta 149, 55-65,
1285; J. Lab. Clin. Med. 4, 321-330, 1984 ; E.U. 4495294,
Tsujli et al., Prog. Clin. Biol. Res., 231, 443-457, 1987). No
entanto, este procedimento é problemdtico, porgue LPS e/ou
lipidio-A e/cu glucano, gue tinha sido ligado aos inibidores
fisiolégicos e é, portanto, inativos podem ser liberados das
vinculativo, ou seja, © método ndo é principalmente um teste
para LPS ou lipidio-A ou glucano reactive e/ocu ativo e / ou
livre, mas & sobretudo um teste para LPS ou lipidic~A ou
glucano vinculato; portantc, este método ndo é adequado para a

rotina clinica. LPS, 1lipidis-A, ou glucano vinculato tem



subordinados importédncia fisicpatolégica. Além disso, LPS ou
lipidioc-A activo cu livre da amostra s&0 duase completamente
inativade por tratamento térmico. Os testes comerciais
disponivels de Limulus ndo téem encontrado entrada na rotina

¢linica entre outras coisas, devidc a esses problemas.

Por exenplo, existem anticorpos plasméticos e outras
proteinas gque ligam endotoxinas, como ¢ lipopolisacaride-
vinculativo-proteina (IBP), que neutralizam LPS e/ou lipidio-A
e/ou glucancs. No entanto, estos LPS e / ou lipidic-A e / ou
glucanos vinculadcs e assim neutralizados sdc de subordinada
importancia clinica. Patofisiclogicamente importante & LPS,
lipidio-A ou glucano (comc por exemplo, a substéncia de
Candida zymosan A), gue ndoc é neutralizado e / ou livre, que
prode reaglr, por exemplo com os mondcitos do sangue; este é o

chamado LPS cu lipidio-A ou glucano reativo, respectivamente.

Uma versdo deste LPS e / ou lipidio-A e / ou glucano
neutralizado por exemplo,  por tratamento termico iréa
falsificate o resultado do teste, e permitiria que apenas um
reduzido conclusdo sobre a concentracgdo da LPS e / ou lipidio-

A e / ou glucano gue ndo & neutralizado.

Além disso, um procedimento & conhecido para a
determinac¢do da actividade das proteases do Limulus gue séo

ativados por endotoxina (DE 185 45117).

Baseando sobre este estado da técnica a tarefa de
apresentar a invengdo foli encontrar um procedimentc simples e
um sistema de teste correspondente adequado que permite
determinar rapidamente o contetido de LPS e/ou lipido-RA e / ou
glucanc activo e / ou ativo e/ou da mostra, ou seja, a

reactividade de LPS e / cu de lipidio-A e / ou de glucano.



Uma outra tarefa do presente invengdo foi encontrar um
procedimento adequado e um sistema de teste que permite
diferenciar LPS ocu lipidic-A activoe, respectivamente, de

glucanc activo da uma amcstra.

Uma outra tarefa do presente inhvencgdo foil encontrar um
procedimentc adequado e um sSistema de teste dJue pernite
determinar LPS e / ou lipidios-A e / ou glucano ativeo e / ou
livre de uma amostra e gue é insensivel aos LPS e/ou lipidi-A

e/ou glucano neutralizado.

Uma outra tarefa de apresentar a invengdo foi encontrar
um procedimento e um adegquado sistema de teste de
funcionamento com uma cinética linear e / ou que seja adequado

para rotina.

Uma outra tarefa de apresentar a invencido fol encontrar
um adequado sistema de teste que permite omitir a diluigdo
antes e / ou tratamento térmico da amostra para determinar LPS

e / ou lipidio-A e / ou glucano.

Surpreendentemente verificou-se gque por adiciéo de um
oxidante adeguado, se for o caso, juntamente' com  um
detergente, come por exemplco: Triteon-X100 ®, de preferéncia
numa concentragdo final de até 0,1%, e / ou de um mediadeor de
solucdo, comc por exemplo: polietileno~glicol, de preferéncia
numa concentragdo final de até 10%, a interferéncla da matriz
da amostra (= em torno do analito) os factores perturbadores

sobre 0 sistema de Limulus poderia ser eliminados.

Embora se saiba da EP-A-297,597, qgue por tratamento
oxidativo de 1liquidos bicldgicos da actividade da serina-
proteases ou inibidores da serina-proteases podem @ ser
determinados, no entanto este documento nido refere uso de

oxidantes no ensaio de Limulus. Além disso, de acordo com a



presente invengdo ele mostrou que para O uso com o sistema de
Limulus substancialmente mais elevadas doses de oxidante sio
necessarias, e gque sdo, por exemplo: 5-10x com a dose,
necessérias para inactivar inibidores da proteases de serina

gque sdo sensivels ao oxidantes.

A presente invencdo diz respeito a um processo para
determinar o conteldo de lipopolisacaride e/ou lipidio-A e/ou
glucano ativo e/ou livre em liguidos bioldgicos

a um pH entre 3 & 10 segundo reivindicacio 1

compreendendo.

A} tratamentc da amostra com pelo mencs um oxidante do
grupo de geradores de oxigénio singlete,

B) adicdo de, pelo menos, um factor de amebocytes de
Limulus & amostra que foi oxidada e,

C) determinagdc da ativagdo de, pelo menos, um dos

factores da amebocytes de Limulus.

Oxidantes, de acordo com a invencdo pode ser de natureza
arbitraria, .até agora eles cxidar elementos anti-Limulus da
amostra, especialmente antitrombina III e / ou heparina-

cofactor II e / ou alphaZ-antiplasmina.

Exemplos de oxidantes sdo geradores de oxigénio singlete
(*0,), como cloraminas ou sais de HOCl, particularmente
chloramine-T ® (N-cloro-toluol-sulfamida) ou chloramine-B ®

{(N-cloro-benzol-sulfonamida} .

0O acordo com a invencgidc oxidantes utilizados sdo
adicionados em dcses relativamente elevadas para desactivar o
fatores anti-Limulus, no entanto, sem alterar a reactividade
de LPS e/ ou de glucano; particular, deve ser evitada para
reativar ou a libertacdo de LPS e / ou glucano inativo e/ou

vinculado e/ou ligado da amostra, e 1isso deve ser evitado



inactivar LPS ou lipidio-A e/ou glucanc activo no procedimento

do teste.

Doses de oxidante normalmente sdc 5-10x acima das doses
necessarias para a lnactivacdo oxidativa de oxidante-sensibles
inibidores de proteases de serina de plasma, por exemplo,

antitrombina ITII ou oZ-antiplasmina.

A concentracdo do oxidante, e.g. chloramine-T ®, com o
reagente de oxidante é comumente 15-200 mmol/l, principalmente

30-120 mmol/l, especialmente preferido 50~70 mmol/l.

0 oxidante é tipicamente acrescentado em um montante de 15-2(0
umoles, particularmente 30-120 pmoles, especialmente preferido
50-70 umoles por ml de fluido da amostra, particularmente
plasma. O oxidante pode estar presente em NaCl fisiolégica
e/ou em um bufer, se necessdrio, em especial PBS (pH 7,4},
NzHCC; (pH 8 - 9}, ou citrate (pH 7 - 8, preferiu 7,4-8,4),
especialmente preferido citrato de sédic uuma concentragdo de
10-200 mM, particularmente 20-100 mM, especialmente preferiu

50 mM, se a relagdo amostra: reagente oxidante & 1:1.

Doses mails baixas geralmente ndo eliminam a influéncia da
matriz de plasma gue perturba ¢ Limulus-sistema; dcses mais
elevadas comumente resultam num aumento da inactivacdo de LPS

e / ou lipidic-A e / ou glucano no plasma.

Além disso, tem de ser considerado gue quando se realiza o
procedimento, de acordo com a invengdo, apés realizar a
oxidacdc reaccdo 1l& ndo permanecem grandes dquantidades de
oxidante na amostra: os factores Limulus-C, B, A sdo
resistentes apenas até uma adicdo de cerca de 5 umoles
chloramine-T ® por ml amostra de plasma (em contraste com os
tipicos serina-proteases de mamifercs, como pcr exemplo,

tripsina ou plasmina, que s&o, pelc menos, 10x mais
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resistentes, porque, de acordo com EP-A-297,5897 anticxidante
14 n3o é adicionado). Portantoc apds executar a oxidagdo o
montante remanescente do oxidante deve ser inactivade se for o

casc, por exemplo, por um inibidor da oxigénio singlete.

Assim, gquando usando p. e. 60 mM de chloramine-T ® o montante
remanescente do oxidante apds a oxidacdo é neutralizado por um
inibidor da oxigénioc singulet, por exemplc, ascorbato ou com
preferéncia metionina, antes de os factores de Limulus séo
adicionados a reacdo ou o inibidor de oxigénic singulet e

factores de Limulus sdo adicionades a0 mesme tempo.

Preferiveis quantidades de oxidante, particularmente
chloramine, de accordo com a etapa a) na amostra estdo na faixa

entre 20 a 100 pmoles por ml  amostra de plasma.

0 acecrdo com a etapa b} fatoreé utilizados de amebocites de
Limulus podem ser - reagentes conhecidos, gque sdo produzidos por
lisis de amebocites de Limulus (os chamados LAL), porém eles
também poderiam ser produzidas gene—-tecnicamente.
Preferencialmente usado aqui & o Pyrochrome ®-reagente, que,
em comparac¢dc com Coamatic®-reagente & mais sensivel para LPS.
Referéncias sobre LAL dentro desta descrigdo tem de ser
entendidas de tal forma que também factores de aﬁebocites de
Limulus podem ser utilizados, gue tenham sidoe produzides por

outro caminho.

Na etapa b) um ou todos os fatores de amebocites de Limulus
podem ser utilizados. Preferido & o uso de uma combinacgdo de

fatores A, B, e C.

&L activacdo de, pelo menos, um dos factores de Limulus
amebocites (LA) pode ser determinada em uma forma conhecida
como, por exemplo, através da medicgdo dc tempo de gelificagao,

medindo a quantidade de cocagulos gerados por LA ou factotes de
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preferéncia através da medigdo da cromofore cromegénico que €

liberado pela La-fatores fora de um compostc que é atacade por

LA-fatores activados.

As amostras devem ser utilizadas de acordo com a invengdo pode
ser arbitraric bioldgico liguidos gue possam  conter
lipopolisacaride e / ou lipidio-A e / ou glucanos. Exemplos
dissoc sdc sangue, produtos derivados do sangue, licor, urinsa,
saliva, lavado bronguicalveoclar, ascite, derrames pericardicos
ou pleurais, leite, liquidos de tecidos, liquido linfatico e
particularmente plasma. Outras amostras a serem utilizados sdoc
produtos, preferencialmente industriais contendo anti~Limulus
factores como, ©por exemplo, terapéutica plasmética de
proteinas, como albumina ou antitrombina IIT.
Além disso, verificou-se que liquides biclégicos gue contenham
heparina podem influenciar os resultados deo teste, apesar
tratamento oxidativo, p. e. por oxidacgdo, com 1 parte de 60 mM
chloramine-T ® por 1 parte de plasma sé h& entdo independéncia

de matriz se a amostra contém menos de 1 UI / ml heparina.

Porque o plasma de pacientes normalmente mesmo sob terapéutica
heparinizacio, contém valor inferior a 0,5 UI / ml heparina,
quase todos os plasmas de pacientes podém ser analisados para

LPS e/ou lipidio-A e/ou glucano reactivo.

Bmostras com mais de 1 UI / ml de heparina, por exemplo, a
medida que ocorrem em pacientes sob hemodidlise ou cirurgia
cardiaca extrapulmonar com um midximo de cerca de 10 UI / ml de
heparina, devem ser coxidados com doses elevadas de oxidantes,
per exemplo, com 100 umocles chloramine-T ® por ml amostra de
plasma, para obter total independéncia da matriz ou a heparina
deve ser neutralizado pela adigdo de um inikidor de tais como

Pclybrene ®.

De preferéncia o teste usa comparativamente baixas
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concentracdes. de oxidantes, a fim de imitar o melhor interacdoc
fisiopatolégicos de LPS ou lipidio-2a ou glucano,
respectivamente, com razoédvel células humanas (= reatividade
de LIPS cu reatividade de lipido-A, ou reatividade de glucano,
réspectivamente): a concentragéon de cerca de 60 mmol / 1
chloramine-T ® & mais fisioldégica do um de 120 mmol / 1 no
reagente de oxidante (concentracdes de chloramine de cerca de’
10 mmol / 1 podem ser encontradoes no microambiente de
granulécitos neutrdéfilos ativados ). Devido a 1isso, de
preferéncia as concentragées‘ de oxidantes, de preferéncia
chloramine-T, é igual ou inferior a 100 mmol / 1,
especialmente inferior ou igual a 60 mmol / 1 (se a relacdo
entre amostra de plasma e de reagente oxidante é/l 1)y, de

preferéncia em amostras com menos de 1 UI / ml heparina.

Se necessdrio, um inibidor de heparina, p.e. Polykbrene ®
(hexadimethrine brometo) pode ser adicicnado a amostra. No
entanto, Polybrene ® estimula o LPS / sistema de Limulus, gue
ndo & no sentide de uma imitac¢dc da reatividade de LPS /
mondcites. No entante, de acordo com o estado da arte de
preferéncia heparina amostras do paciente (normalmente de
cerca de 30-60 UI / ml heparina nc plasma, por exemplo, Endo
Tube ET, Chromogenix, Mdlndal, Suécia), sdc utilizados para o

teste do Limulus.

As amostras devem ser utilizadas de acordo com a presente
invencdc conter menos de 1 UI / ml de héparina, e contém um
agente que estd complexantes de cdlcio tais como citrato ou
EDTA, gual citrato é preferivel que € como agente complexante
de célcio. Se tal for necessidrio um inibidor da glucano e / ou
e i1nactivator de glucanc (como por exemplo Zwittergent ®,
especlalmente Zwittergent ® 3-14 (3 - (N, N-
dimethylmyristylammonic) propano sulfonate) e / ou beta-1 ,3-
D-glucanase [(Helix pomatia ou Rhizoctonia solani) pode ser

adicicnado ao ensaio de aumentar a especificidade de LPS ou
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lipideo-A.

0 alegado processo de detecgdc pode operar COm métodos usuais,
como por exemplo: o c¢inética hiperbdlica. Um outro objectivo
da presente invencdo € um processo dque converte a complicada
cinética hiperbélica do teste do Limulus em uma cinética

linear, facilitando enormemente a avaliagdo.

Verificou-se que através da adigdo de pelo menos um guanidine-
composto, como a arginina ou guanidine carbonato, e / ou de um
agente caotropic, por exemplo, um catido de um alcali-metal,

como K, Na' ou Cs™ ou um cétido de terra-alcali-metal, como

-Ca** ou Mg++ antes ou durante a execugdo do passo ¢}, ou em

conjunto com os factores de Limulus uma cinética linear do

ensaic & obtida.

Especialmente a eliminacgao da interferéncia de matriz, mas
tampém a linearizacdo do teste do Limulus e da diferenciacgdo
entre reatividade de LPS ou lipidio-A, por um lado, e
glucanos, por outro lado, permitir, pela primeira vez
determinacdes, gque sdo adaptadas a rotina, de LPS e / ou
lipidio-2 e/ou glucano, especialmente da LPS e/ou lipidio-A
e/ou glucano livre, no liquidos de corpe dos pacientes, gue nc

seu sangue ou em produtos sanguineos.

Portanto, em um nhovo arranjo do processo, de acordo com a
invencdo a reactividade de LPS ou lipidio-A pode ser
diferenciada da reatividade de glucanos, de modo dque a
reatividade de ambos os grupos de toxinas pode ser
determinada. Para esse efeito, o procedimento descritc acima é
realizada na presenca e na auséncia de um inibidor de LPS ou
de um inibidor de 1lipidio-A, respectivamente. Estes sao
subtraidos uns dos outros e por isso a reactividade gque ¢

especificamente causada por LPS e / ou lipidio-A &

determinado.
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Come inibidor de LPS ou come inibidor de lipidio-A,
respectivamente, por exemplo, Polimixina-B (1 mg = 7868 UL,
RAerosporin, Euro OTC Pharma, Kamen, na Alemanha, ou a partir

de Sigma-Fluka, Deisenhofen, Alemanha) podem ser wusados.

Para determinar a reatividade de LPS e / ou de lipidioc-A e /
ou de glucanc da amostra, a amostra & primeiramente oxidada
por um oxidante, como um chloramine, e a reacgdo é
preferencialmente interrompida por adig¢do de um antioxidante.
Posteriormente, ou, ao mesmo tempo, com a adigdoc do
antioxidante, o teste do Limulus & realizado na forma
conhecida e as amostras s&o medidas tanto em falta (abordagem
A) e na presenca de um inibidor de endotoxina (abordagem B).
Abordagem A a partir da reatividade LPS + lipidioc-A + glucano
da amostra pode ser determinada, gque sd reflecte abordagem B a
reactividade de glucano. A diferenga da medida reactiva, p.e.
determinada como a diferenga da absorgdo A - B do cromofores
liberados, estdo resultando no conteldo da reatividade de LPES
e de lipidio~A em amostras cue contenham glucano ou que estdo

livres de glucanos.

Bbsorgdo dessas medigdes e abscrcdes que foram corrigidas para
a prépria actividade da PMB para abordagem B (Bcorr) podem ser
convertidos em reatividades de glucanos, por exemplo, em

reatividade, gque ¢é similar ao da zymosan A em ug/ml.

A diferenca de absorgdo A - Bcorr pode ser convertida em
reatividades de LPS e / ou de lipidio-A, por exemplo,

reatividade em gue é semelhante ™ ao de LPS em

ng / ml,

A curva de calibracdo do teste & linsar sob uso das medidas
descritas até cerca de 10000 ng / ml LPS no plasma normal,

especialmente entre 200-300 ng / ml LPS, ou até cerca de 100
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ng/ml zymosan A no plasma ncrmal, especialmente entre 2000-
3000 ng / ml = 2-3 pg/ml zymosan A. Estas s&o reatividades
referindo-se a um plasma normal, gue foi complementado com

estes montantes de LPS ou lipidio-A, respectivamente, ou de

glucano.

Com o cinética hiperbdélica reatividades plasmaticas de LPS
cerca de 1 ng / ml (ou seja, 0,1 a 5 ng / ml), séé detectaveis
apdés cerca de 60-120 minutos a temperatura ambiente (RT, cerca
de 23 ° C) cerca de 10 ng / ml {(ou seja, de 1 a 50 ng / ml)
apds cerca de 30-60 min RT, cerca de 100 ng / ml (ou seja, 10
a 500 ng / ml}) apobs cerca de 15-30 min RT,
cerca de 1000 ng / ml (ou seja, 100 a 50C0 ng / ml) apds cerca
de 8-15 min RT,cerca de 10000 ng / ml {(ou seja, 1000 a 50000
ng / ml) apds cerca de 4-8 min RT, dependendo e.g. sobre a
variacdc dos respectivos "lote-a-lote" de produgdo comercial

dos factores de Limulus.

Com o reactividades plasmédticas de glucano comparidvels valores
s3o resultantes, no entanto a reactividade em ng / ml deve ser

- multiplicada pelo factor 100.

Se a amostra contiver mais altos wvalores de LP3S e / ou
lipidio-A e / ou glucanc reativo e, em seguida, a amostra pode
ser diluida com 3-10%, particularmente 4-9%, especialmente 7%
albumina, de preferéncia albumina humana, de preferéncia em

fosfato tampdo salina (PBS).

A reactividade de LPS ou de lipidic ou de glucano ndo mostram
um efeito inibitéric em altas doses, ou seja, a extrema
concentracdo de LPS ou lipidio-A, por um lado, ou de glucano
por outro lado, por exemplo, cerca de 10000 ng / ml ou 100 ug
/ ml, respectivamente, n&c resultam em uma inibigido da reacgdo

do Limulus.
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A amostra aqui descrita no teste do Limulus deve ter
preferencialmente uma concentracido de proteinas que
corresponde aproximadamente & de plasma humano, ou seja, 30 -

100 g / 1, especialmente 60 ~ 90 g / 1.

O procedimento, de acordo com a invencdo, bem como a reagdc da
oxidagdo como a reaccdo do Limulus, s&o preferencialmente
realizadas a temperaturas entre 0 ¢ C e 50 ° C, especialmente
entre 15 ° C e 45 ° C. Além disso, © procedimento é realizado
preferencialmente em condig¢des fisicldégicas, especlalmente em
um valor de pH entre 6 e 10, preferido entre 7,0 e 9,5,
especialmente entre 7,5 e 9,0. Se necessédrio, um buffer pode
ser adicionado ao liquidos bioldégicos ou & reagentes
utilizados, respectivamente.

Alédm de um sistema de teste & descrito que €& adeguado para a
determinagidoc da reatividade de lipopolysaccharide e / ou de
lipidio-A e / ou de glucano. Isso inclui, pelo menos, um
oxidante e factores de amebocytes de Limulus para tratar da

amostra.

Especialmente foi preferido um adequado sistema de teste com
cinética linear para determinar a reactividade de
lipopolisacaride e / ou de lipidic-AR e / ou de glucanoc dgque
inclui, para além da referida reagentes pelo menos um reagente

que cria uma cinética linear.

Além dissc, um sistema de teste é descrito que, para além dos
acima mencionados reagentes contém, pelo menos, um inibidor de
LPS e / ou de lipidic-A para diferenciar entre a reactividade
do lipopolysaccharide e / ou de lipidio—-A da amostra, por um

lado, e da reatividade de glucdno da amostra, por outroe lado.
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Agora ¢ descrito um tipico desempénho do teste, de acordo com
a invencdo para determinar a reatividade basal de LPS e / ou
de lipidio-A2 e / ou de glucano. O ensaio é realizado de
preferéncia em duas abordagens, nc¢ entanto, ambas as

abordagens podem também ser realizados separadamente.

Abordagem A (estd dando a reactividade basal do (LPS +
lipidio-A + glucanos) )l parte amostra (por exemplo, 10 ul) foi
incubade com 1 parte 15 - 200 mmol / 1, especialmente 30 - 120
mmol / 1, muito especialmente 50-70 mmel / 1 chioramine-T
{(CT), em PBS ou por adigdo de 0,1 -2 npmoles, especialmente
0,3-1,2 ymoles, particularmente C,5-0,7 pmeles CT em 0,1 - 100
pegas PBS durante 10 minutos a 37°C (ou 30 minutos &
temperatura ambiente). Entdc 1-5 pegas, preferiu 1 parte, 100-
230 mmol / 1 metionina em HO0 ou 1 - 11,5 umcles metionina em
H,O foram acrescentados. Apés 0 - 5 min a temperatura ambiente
0,5 - 5, de preferéncia 2-3, pecas reagente de Limulus céﬁ ou
sem substratc cromogénico para Limulus foram adicionades (por
exemplo, Pyrochrome®, gue tinha sidc reconstituido com a
gquantidade de tampdo de tris (geralmente 3,2 ml 200 mmol / 1
tris, pH 8), que indica o fabricante para o ensaio de Limulus
em cinética hiperbélica). Se necessario, o antioxidante e / ou
o inibidor de LPS j& podem estar presentes no material de
reconstituigdo para os factores de Limulus l1liofilizados, ou
podem ser juntamente com os factores de Limulus. Para aumentar
a especificidade do substrato cromogénico para os factores de
Limulus o reagente de antioxidante pode conter um inibidor de
tripsina, particularmente aprotinina, de preferéncia numa
concentragdo de 100-10000 KUI / ml, particularmente 200-2000
KUI -/ ml e / ou doses de aprotinina de 100-1000C KUI,
particularmente 200-2000 KUI por ml de amcstra pcde ser

acrescentada & reacdo.

A absorgdo foi imediatamente determinada (valor basal} e apds

1 - 10 minutos {a temperatura ambiente}. Um eventual aumento
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linear de absorgdo (delta Ac de controle) foi determinado. Se
a amostra continha tripsina ou wuma atividade dque era
semelhante & tripsina, como na pancreatite (cerca de 10 - 100
ng/ml de tripsina/ml), o delta Ac / min linear que aparecem
aqui teve de ser subtraido de todos os valores em que tinham

gido determinados no cinética hiperbdlica.

Em seguida, ou o aumento da absorvédncia (delta A) foi
determinado & temperatura ambiente em disté&ncias de 2-15 min
(cindtica hiperbédlica), ou apébs 0,5 - 300 min, particularmente
5 - 100 minutos, particularmente 10 ~ 50 min, especlalmente
preferiu 15 - 30 min (RT) e / ou gquando na standard de
reatividade de 10 ou 100 ng / ml LPS ccorreu um deltaA dos 3-
30%, em particular cerca de 15% do deltaA méximo obtido, 1-20
partes, de preferéncia 5-10 partes, especialmente 5 partes de
reagente de linearizagdo foram adicionados; este consistia de
um composte de guanidina como a arginina e / ou de um agente
caotropico como o catidoc de 4dlcalis, como K+, Na+ ou Cs+ ou
cdtions de terra de &lcalis como o Ca++ ou Mg+t+ (concentracio

final de preferéncia 75-750 mmcl / 1; preferiu concentracgio no

acrescentado reagente = 100-1000 mmol / 1, se for o caso com
0,1 - 2 mmol / 1 de concentrag8o final de substrato
cromogénico) e deltaA/t foi determinado. Substrato foi

adicionado preferiu no caso ¢ substrato ndo estava presente no

reagente de Limulus.

& adicdo do reagente de linearizacgdc transformou a cinética

hiperbdlica em uma cinética linear.

Se tal for necessario até 50 mmol / 1, particularmente até 30
mmol / 1, arginina (reagente de especificidade) foil adicionado
j& na primeira fase de incubagdo da LAL, porque arginina
aumentou a especificidade, no entanto, ele também diminuiu a

velocidade de reaccéo.
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Em vez de arginina, de acordo com a inven¢do tTambém outra
substancia gue contenha um grupo de guanidina podem ser
escolhida tanto para o reagente de linearizagdo e para o
reagente de especificidade, como  por ex. carbonato de
guanidina; o valor de pH destes reagentes deverd ser entre 7 e

10, especialmente entre 7,5 e 9,5.
Abordagem B {dandc reatividade basgal de glucano) .

As condicbes de incubagdo foram idénticos aos abordagem A com
a mudanca gue também polimixina B foi utilizada: C,01 - 100 mg
/ ml da amostra de plasma, preferiu 0,1 -10 mg / ml da amostra
de plasma, em particular 0.2-5 mg / ml da amostra de plasma ,
especialmente preferido 1-3 my pelimixina B / ml
(correspondente a 10-30ng polimixina B por 10 nl plasma; 1 mg
= 7868 U).

15000 U / ml polimixina B ter neutralizado até 10000 ng / ml
reatividade de LP3 num pcol de plasma normal no sistema de

Limulus que é descrita aqui.

A determinacdo do valor delta® para plasma normal (sem zymosan
A), foi subtralido de todos os valores de deltaA. Este foli um
deltad, gque fol induzido pelo-adicionado de polimixina B, e

que deve ser subtralido de todes os valcres de @ B.

Se, apbdés a correccdo desta situagdo o doente tinha wvalores
positivos de deltaA e, em seguida, esses foram os reatividades

causadas por glucanos.

Se a amostra tinha menos de 50 ng / ml reatividade de LPS,
ent3do abordagem B poderia ser realizada com 10 vezes menos

além de polimixina B, cu seja, especialmente preferido 0,1-0,3
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mg / ml da amostra de plasma. Isso resultou em uma melhor

sensibilidade do ensaio.

¢ valor que havia sido determinadc e corrigido na abordagem B,
{valor basal de reatividade no plasma normal), tém de ser
subtraide dos da abordagem A. Assim, a reactividade do LPS no

material investigado fol determinada:
[LPS + Lipidio-A + Glucanos] - [Glucanos] = {LPS + Lipidio-A].
Akecrdagem C {dando atividade que ¢é como tripsina).

Como abordagem A, reagente de linearizacdo foi adicionado
antes (ou eventualmente até 3 min depois), ¢ reagente de
Limulus; uma nova incubag¢dc apds a adigdc do reagente de

Limulus ndoc era necesséria.

" Abordagem C d& a actividade gque é como tripsina (TLAC), que no
caso normal ndo estd presente, o que é positive por exemplo,
na pancreatite, em pacientes em unidades de cuidados
intensivos com ativacédc da coagulagdo, em amostras de plasma
apb6s arrefecimento, ou no reagente de Limulus que é wvelho.
TLAC & expressa em mA / min e tem que ser subtraido de todos

valores gque foram determinados em A e B.

Como standards para o procedimento, de acordoe com a invengdo
por exemple, um plasma normal (ou 7% albumina humana), £fol
analisado com um reatividade basal de LPS (BL} de 0,2-2 ng/ml
LPS, em particular de 0,4-1,2 ng / ml LPS, que foi
suplementado com 0, 1, 10, 100, 1000, 10000 ng / ml LPS. Estes
padrdes de calibracdo tém por definic¢édo reatividades contidas
de LPS: (+BL, 1+BL, 10+BI, 100+BL, 1000+BL, 10C00+4+BL ng/ml de
LPS no plasma normal. Outras padrdes de calibragem ter contidoc
¢, 0,1, 1, 10, 100 pg/ml de zymosan A. Se necessario, o ensaioc

pode também ser padronizado com um controle de tripsina (per
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exemplo, 100 ng / ml de tripsina em 7% albumina - PBS), a

determinar o conteddo de tripsina ativa na amostra.

Standards foram escolhidos, gue tiveram uma matriz - ou seja,
uma em torne do analito - gue era parecido com © gue o analito
das amostras foi. Material adequado da amostra é
particularmente plasma com citrato ou com EDTA. Quando plasmas

com EDTA sdo analisados as standards também devem conter EDTA.

Se uma amostra com uma matriz que é diferente do plasma estd a
ser analisada, por exemplo, licor cerebrospinalis, wurina,
lavado bronguicalveolar, leite, um produtoc do sangue, um
concentrado de factor comercial, ou saliva (saliva contém
fisiologicamente 100-500 ng / ml reatividade de LPS, o que ¢
uma razao pela gual o ensaio de Limulus é t&o problemitico), a
amostra deverd ser levada & matriz aproximada de plasma com
vaso de plasma ou, se for caso disso, ¢om 7% albumina humana
poer uma diluigdo de 1+2 a 1+100, em particular, de 1+4 a 148,

antes da amostra é analisada no ensaic descrito agui.

Alternativamente, uma calibracgdo de adicdo pode ser realizada,
isto é, além das quantidades conhecidas de LPS ou de lipidio-A
ou de glucano de uma amostra, por exemplo, droga comercial de
antitrombina III, e determinacdo da reatividade de LPS ou de
lipidio-A ou de glucano na amostra completada e na amostra néo

completada.

A diferenca de abscrcgdo é eguivalente ao valor acrescentado de
LPS ou de lipidio-A ou de glucano e indica gue © valor basal

de LPS, de lipidio-A, ou de glucano.

Plasma normal tem cerca de 0,8 ng / ml reatividade de LPS
{(valor médio = MV; ou seja, ela reage, como Se um plasma sem
reatividade de LPS feoi completado com 0,8 ng/ml LPS. 1 desvio
standard (SD) = 0,4 ng / ml reatividade de LPS. Os
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coeficientes de wvariacdo dentro do ensaio sdo inferiores a

10%,

Pacientes com sepsis estdo tendo até cerca de 200 ng/ml, as
vezes > 200 ng / ml reatividade de LPS e/ou até 10 pg/ml, as
vezes > 10 ug/ml reatividade de glucanc no plasma. O limite
inferior de detec¢do do ensaio, de acordo com a invengédo & de
cerca de 0,1 ng/ml reatividade de LPS e/ou cerca de 0,1 ug/ ml

reatividade de glucanc no plasma.

Apenas cerca de 1% do LPS que é& adicionado a pool de plasma
normal reage no procedimento, de acordo com a inveng¢do como
LPS reage apds a adicdo a 7% albumina humana, ou seja plasma
contém inibidores de LPS, LPS inibiu ndo & detectado em o
presente processo. Apenas cerca de 10% do glucano gue &
adicilonado a pool de plasma normal reagiu no procedimento, de
acorde com a invencdo como glucano reage apds a adicdc a 7%
albumina humana, ou seja, o actual processo ndc detectar

glucancs neutralizadoes.

As amostras de plasma devem ser analisadas em forma ndo
diluida, se possivel, porgue esta imita melhor o reatividade

fisiopatoldgica de LPS e / ou de lipidio-A e / ou de glucano.

O tempo de incubacdo a temperatura ambiente (cerca de 23°C)
sdo encurtados 3 vezes, se for incubadas a 37°C. Desde que o
sistema de Limulus ¢é extremamente sensivel ao calor, a
temperatura de incubacdo ndc deve exceder os 37°C, se

possivel.

Apenas valores de delta”A que sdo menos de 45% do maximo deltald

alcancgavel sdo avaliados.

Na lista seguinte a melhor forma de desempenho para abordagem
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A & apresentada. Entdo, o melhor desempenho de formas de

abordagens B e C s&o descritos.

Determinacido da reatividade de LPS e / ou de lipidio-A e / ou

de glucano {Abordagem A) 10 nl amostra
10 ul reagente oxidante (60 mM CT)
10 min 37°¢C {ou 30 min RT)
10 nl reagente de antioxidante (230 mM metionina)

3 min RT 30 pul reagente de Limulus (p.e. Pyrochrome @,
dissolvido em 3,2 ml de tampédoc Tris)

deltald/t

Se necessario, teste com cinética linear:

20 min RT cu 40 min RT
50 pl reagente de linearizag¢&o (750 mM arginina, pH 8,7)
deltad / t

Determinacdo da reactividade basal de glucanc (Abordagem B)

Como abordagem A, reagente de antioxidante contém também 15000

U / ml polimixina B

Determinacdo da actividade que & como tripsina (Abordagem C)

Teste sem linearizac¢do: come akbordagem A, a determinacio de um
linear delta”A / t nos primeiros 1-10 min RT da abordagem A e

B.

Teste com linearizacdo: como abordagem A, reagente de
linearizacdo & adicionade antes de (ou eventualmente até 3 min
depois), o reagente de linearizacdo; & omitido a incubacio de
20 minutcos ou 40 minutos antes da adicdoc do reagente de

linearizagdo

Se é& incubada a 37°C, em vez de RT, 0os tempos de incubacdo

sdo encurtados 3x.
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Além do reacividade basal de LPS e / ou de lipidio-A e / ou de
glucano (abordagens A,B), a reactividade de LPS e / ou de
lipidio-A e / ou de glucano poderia ser testada apds mais além
de LPS ou de lipidio-A ou de glucanos a amostra. Portanto, a
capacidade individual de inibigdoc contra LPS e / ou lipidio-A

e / ou glucanos foli testado.

Pacientes com baixa capacidade de inibicdo da LPS / lipidio-A
/ glucano (por exemplo, poucos anticorpos respectivos ou baixa
LBP no plasma) sdoc mals sensiveis para DIC patoldgicas. Isto

foi testado nas abordagens D ou E que agora estdo descritos:

Abordagem D (acrescentado dando a reatividade de LPS e / ou de
lipidio-A = capacidade de inibicdo de LPS e / ou de lipidio-A)
Abordagem A fol realizada com a wvariagdo gue a amostra 0,5
pecas 1 - 1000, preferiu 2 - 50, especialmente 10 ng / ml LPS
foram adicionados e eventualmente anterior & oxidacgdoc foi
incubado por 1-60 min RT: 100% standard = aumento por 5 ng /
ml reatividade de LPS; 8D = 50%, os pacientes tém-até cerca de

1000 - 10000% da norma.

Abordagem E (acrescentado dande a reatividade de glucano =
capacidade de inibicédo da glucano)
Abordagem A fol realizada com a variagdoc que a amostra 0,5
partes de (0.1-100, preferiu 0.4-4, especialmente preferido 1
pg/ml zymosan A foram adicionados: 100% standard = aumento por
0,5 ng/ml reatividade de glucano; SD = 20%, os pacientes tém

até cerca de 100 - 1000% da norma.

Os exemplos seguintes descrevem ¢ procedimento, de acordo com

a invengdo sem Jimitar.

Nas figuras 1 a 24 sdo apresentados os resultados dos ensaios

do processo, de accordo com a invencéo.
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Exemplo 1 (Abordagem A)

10 pl plasma do doente e os padrdes de plasma com 0O, 1, 10,
100, 1000, 10000 ng / ml reatividade de LPS feoram incubados em
duplicado com 10 pl 60 mM de chloramine-T ® em PBS durante 10

minutos a 37°C (ou 30 minutos em temperatura ambiente = RT).

Entdo 10 pl 230 mM metionina em H,O foi adicionado. Apds 3 min
RT 30 ul reagente de Limulus com substrato cromogé&nico para
Limulus S$-2834 ® foi adicionado {Pyrochrome ®). A absorgido foi
determinada apdés 2 min (RT; wvalor basal) e apds 4 min (RT;
controle de tripsina em cinética hiperbdlica}. Apds 20 min
(RT), o reagente de linearizagio fol adicionade, agui 50 nl
750 mM arginina, pH 8,7 (concentragdc final 341 mM) e os
deltaA / t foi determinado.

Este valor corresponde 2 reatividade da (LPS + lipidico-A +

glucano) da amostra.
Exemplo 2 (Abordagem B).

As condicdes de incubacdo foram idénticos aos abordagem A, com
uma alteracdo da standards: 0, 1, 2, 4, 8, 16, 32 ug/ml
zymosan A num pool de plasma normal sem glucano. O reagente de
metionina contidas também 15000 U / ml polimixina B (PMB). O
valor de deltad £foi determinado por um pocol de plasma normal
(sem zymosan A) e fol subtraido de todcs os wvalcres de deltahA
que foram determinacdos na abordagem B {(correcgdo para PMB). O
valor de B, gue foi corrigide para PMB corresponderam a
reatividade de glucano dos amostras respectivas. 0Os valores
gue foram determinados na abordagem B, dque foram corrigidos
para PMB tevem de ser subtraidos dos que da abordagem A: assim
uma got a reactividade de LPS + lipidio-A da amostra [LPS +

lipidiec-A + glucanecs] - [Glucanos] = LPS + lipidio-A.
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Exemplo 3 (Abordagem C}.

As condigdes de incubacgéo foram idénticos aos abordagem A, com
a variagdc que o reagente de linearizagdo fol adicionado antes
do reagente de Limulus eo aumento da absorgdo (delta A} fol

determinada diretamente.
Exemplo 4 {Abordagem D)

Idénticas condigdes de incubagdo como na abordagem A, com &
variacdo de 5 pl 10 ng / ml LPS fol acrescentada a amostra e

foi incubado por 10 min RT antes da oxidacdo.

Exemplo 5 (Abordagem E).

Tdénticas condigdes de incubac¢dc como na abordagem A, com a
variagdo de 5 ul 1 ug/ml zymosan A foi
acrescentada a amostra e foli incubado por 10 min RT antes da

oxidacdo.
Exemplo ©6: Cinética hiperbdélica com reagente de Pyrochrome ®

1 ml pool de plasma de doentes (com citrato; contendo 1,8 ng /
ml reatividade de LPS), com coagulacdo plasmadtica normal foi
completada com 0 - 10000 ng / ml LPS (Sigma, E. coli B5, gel-
filtrada) ou com 1 pg/ml zymosan A {Sigma), e ele fol incubado
com 1 ml de 60 mM de chloramine-T ® (= CT), em PBS por 10
minutocs {37°C) em U - microtiter placas gue ndo continham
pircgenio. 1 ml 230 mmol / 1 metionina em H;0 fol adicionade
(comparavel a 3,33 unl amostra + 3,33 ul 60 mM CT + 3,33 pl
230 mM metionina) e apés 3 min (temperatura ambiente) 10 pl
desta mistura foi dincubada com 5 npl H0 ou 10000 U / ml
polimixina B (OTC Eurc Pharma, Kamen, Alemanha), em HO e 5 ul

H,0 (abordagem la) ou 240 mM arginina (abkordagem 1k), pH 8,7
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(30 mmol / 1 £final) e 20 ul reagente de Pyrochrome ® &

temperatura ambiente.

Os valores de abscrgdo do experimentce realizado de acordo com
exemplo 6 foram determinados apds 0 - 44 min (RT) & 405 nm. Os

valores representados nas figuras 1-3 foram determinados.

A Figura 1 mostra, que a utilizagd3o de 20 ul reagente de
Limulus (licfilizado -juntamente com substrato cromogénico;
quantidade de amostra = 3,3 upl} d& uma deltalA maxima de 470
mA; um deltal® de 100 mA (correspondente a cerca de 20% dos
max.deltad) é resultante com 1,7 ng / ml reatividade de LPS no
plasma apds 37 min RT, com 3,2 ng / ml reatividade de LPS apés
32 min RT, com 6,3 ng / ml reatividade de LPS apdés 26 min RT,
com 15,4 ng / ml reatividade de LPS apds 24 min RT, com 42,9
ng / ml reatividade de LPS apds 23 min RT, com 125 ng / ml
reatividade de LPS apds 22 min RT, com 373 ng / ml reatividade

de LPS apds 18 min RT.

A figura 2 mostra, que a utilizacdc de 3,3 pl amostra, 3,3 ul
cxidante, 3,3 pl metionina, 10 ul Hy0 ou arginina e 20 pl
reagente de Pyrochrome ® e de incubacdo de 24 min RT d& uma
linearidade de ensaio de Limulus até cerca de 100 - 300 ng /
ml LPS completados a plasma normal, correspondente a 300 ng /
ml reatividade de LPS. Sem adigdo de 30 mM (final) arginina
{reagente de especificidade), a extingdo para 10000 ng / ml
reatividade de LPS & apenas por cerca de 5% inferior em
comparagdo com as de 3333 ng / ml reatividade de LPS (e - e
determinagldc em duplicado) , ou seja, a andlise ndc é inibida

por altas doses de LPS.

Se 30 mM arginina é utilizada (reagente de especificidade; e -
- o determinacido em duplicado), a reacdo de Limulus &
abrandado, um deltalR de 200 mA apds 24 min RT é atingido sem
30 mM arginina por adigdo de cerca de 100 ng / ml LPS de
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plasma, com 30 mM de arginina por cerca de 3000 ng / ml LPS de
plasma. Além 50 pl de 10000 U / ml PMB inibe todos os
acréscimos de LPS até 10000 ng / ml (A) .
Figura 3 demonstra a cinetica hiperbdlica neste experimento no

mencr intervalo de LPS adicionado.

Na figura 4 a inikicdo da LP3 pelo polimixina B e da prépria
actividade basal de polimixina B, vrelativa ao sistema de
Limulus ¢é representado. Por conseguinte, todos os valores de
deltaR que foram obtidos com polimixina B tinha dque ser
corrigidos por subtraccido do valor basal de deltaA de plasma
sem glucano. Se assim o valor corrigide de polimixina B é
subtraido de gue de abordagem A (ver figura 1), a reactividade
de LPS e / ou de lipidic-A do paciente ¢& obtida.
A Figura 4 mostra, que a adicic de 5 ul 10000 U / ml PMB
resulta em um deltal dos cerca de 70 mR apds 44 min RT mesmo

num pocl de plasma sem glucance (O).

A figura mostra, que a suplementacdo de LPS de até 371 ng / ml
(A, ®, %, A, Q) a plasma normal & totalmente neutralizada pela'
PMB nos primeiros 44 min RT do tempo de reacfo de Limulus.
1000 ng / ml de zymosan A com PMB {+) ou sem PMB (4] podem ser
detectados sem interferéncias; (-) mostra a diferenga de 1000
ng / ml zymosan A (ZyA) com PMB (+) menos o préprio controle

de PMB (O).

A figura 5 mostra, como uma cinética linear pode ser gerada na
execugdo do procedimento, de acordo com a invengdc. Portanto
e.g. a cinética de abordagem 1lb foi linear através da adicgdo
de 50 npl 750 mM arginina, pH 8,7 (concentragdc final de
arginina 30+417 = 447 mmol/l) 23 min a RT apdés a adicdo do

reagente de Limulus.

Abordagem A com 30 mM (final) arginina, gue estd representado
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na figura 5, foi linear com 50 pl 750 mM arginina (e); deltad
lineares sio resultantes, aqui representade como aumento / 15
min RT. Ela dd uma linearidade do teste de até cerca de 300 ng
/ ml reatividade de LPS. Mesmo 10000 ng / ml reatividade de
LPS ndo resulte em um efeito 1inibitdérioc por doses elevadas.
Adicdo de 5 ul 10000 U / ml de PMB neutraliza a reactividade
de LPS até 10000 ng/ml (A}, se o momento de linearizagdo & RT

23 min.

Nas figuras 6 e 7, o desempenho do processo, de acordo com a
invengdo é apresentada, utilizando uma cinética hiperbdlica
com reagente de Coamatic ®, em comparagdc a uma cinética

hiperbdlica com reagente de Pyrochrome ®.

Portanto 10 ul pool de plasma normal, dque tinha sido
completade com 0 -100 ng / ml LPS, foi incubado com 10 pl 60
mmol / 1 CT durante 10 min a 37 ° C. 10 p 1 200 mmol / 1
metionina com 2000 U / ml de polimixina B (Sigma), foram
aditados e apdés 3 min RT 30 nl de reagente LAL Coamatic ®
{Chromogenix, M&lndal, Suécia) foram adicionados ea reacd3o foi

incubado a 23°C ou a 37°C.

Figura 6 mostra que 20% da mdxima deitaA sdo cerca de 200 mA;
este deltaA é atingido apds 40 minutos de RT por + 100 ng / ml
LPS, apds 50 min de RT por + 50 ng / ml LPS, apds 60 min de RT
por + 25 ng / ml LPS, apdés 70 min de RT por + 12,5 ng / ml
LPS, depols de 75 min de RT por + 6,3 ng / ml LPS, apds 100
minutos de RT por + 3,1 ng / ml LPS, apds 120 min de RT por +
1,6 ng / ml LPS, apb6s 140 min de RT por + 0,8 ng / ml LPS,
depois de cerca de 270 minutos de RT por + 0 ng / ml LPS. O
reagente de Coamatic ® € substancialmente mals insensivel para
LPS que o) reagente de Pyrochrome ®.
Figura 7 mostra a influéncia da adig¢do de ascorbato (Asc) e de
metionina (Met) no procedimento, de acordo com a invencédo.

Portantc, um pool de plasma normal foi completado com 0-10C ng
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/ ml LPS. 10 pl mesmas foram incubados com 10 pl 60 mmeol / 1
CT durante 10 min a 37°C. 10 pl 210 mmol / 1 ascorbatc ou 210
mmol / 1 metionina, ccm ou sem 210 mmol / 1 arginina, com ou
sem 2000 U / ml pelimixina B foram acrescentados. Apds 3 min
na RT 30 pl de reagente LAL Ccamatic ® foram adicionados ea
rea¢do foi incubado a 37°C; deltaA foi medide. Um vé que
ascorbato e metionina estdoc aptos a neutralizar a oxidacido.
Figura 7 mostra que o valor de + 0 ng / ml LPS sé pode ser
correctamente avaliada depois de um prolongamento do tempc de
incubacdo de mais de 100 min RT. O prolongado tempo de
incubacdo permite uma melhor determinacdo da reactividades de

LPS abaixc de 5 ng / ml.

Figura 8 demonstra, gque 2000 U / ml PMB inibem completamente
apenas até cerca de 20 ng / ml LPS-reactividade, que 50 ng /
ml LPS, apesar de 2000 U / ml PMB d& um deltaA adicional de
100 mA, gue corresponde a um reatividade de LPS de + 1 ng /
ml. 30 mM arginina inibe o sistema de Limulus da Coamatic ®
substancialmente inferior ao das Pyrcchrome ®.
As figuras 7 e 8 estdo demonstrando, gque o© reagente de
Coamatic ® tem uma cinética substancialmente mais lento do que
o reagente de Pyrochrome ®, ou seja reagente de Coamatic ®
contém menos factor C, mas mais substrato cromogénicoc que

Pyrochrome @®.

Na figura 9 de um procedimento de acordo com a invencdo é
apresentado, em que a reatividade de 100 ng / ml zymosan A num
pool de plasma normal foi determinado. Portanto 10 upl pool de
plasma normal foi completado com 0 ou 100 ng / ml zymosanA e
com 10 pl 60 mmol / 1 CT e, em seguida, a reacgdo foi incubado
pox 10 minutos a 37°C.
Entdo 10 pl 200 mmol / 1 meticnina com 2000 U / ml polimixina
B foram acrescentados. Apds 3 min (RT) 30 ul de reagente LAL
Coatest ® (factores de Limulus ndo liofilizados juntamehte com

um substrato cromegénico) fol adicionado. Depois de 40 minutos
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a 37°C 75 nl 750 mM arginina, pH 8,7 & 25 p 1 2 mmol / 1
¢5-2834 ® foram adicionados eo aumento da absorgdo de RT foi
medido. Figura 9 demonstra, gque 100 ng / ml zymosan pode ser

medido claramente.

Figura 9 mostra, gque o aumento maximo é de cerca de 1800 mA,
obtido por 25 ul ‘ 2 mM $S-2834 ®, o que corresponde a
30 pul 1,7 mM cromogénico substrato (CS), ou seja, no reagente
de Coamatic ® s&o cerca de 0,55 mM CS e no reagente de
Pyrochrome ® sic cerca de 0,33 mM CS liofilizado, juntamente

com'LAL—fatores:

Figura 10 mostra os resultados de um procedimento de acordo
com a invencdo, em que 10 pl pool de plasma nermal, gue tinha
sido completado com 0 - 100 pg/ml zymosan A, foi incubado com.
10 pl 60 mmol /.l CT, 30 mmol / 1 NaHCO; para” 30 min a RT.
Posteriormente, 10 ul 215 mmol / 1 nmfionina, 150 mmol / 1
arginina, pHE 8,7, e 1000 U / ml polimixina B foi adicicnadec, e
apés 3 min (RT) 15 ul de «reagente LAL Coamatic ® fol
acrescentadoc e um delta A foi determinada. O teste & linear

até 2 pg / ml zymosan A.

Figura 11 mostra os resultados de um procedimentc de acordo
com a invengdo, em que 10 wupl plasma normal (Citrol;
DadeBehring, Marburg, Alemanha), completados com 0-1000 ng /
ml LPS foram incubades com 10 pl 60 mmol / 1 CT . Apds 30 min
a RT 10 upl 210 mmol / 1 arginina, 210 mmol / 1 ascorbato de
s6dio e 30 pl de reagente LAL Coamatic ® fol acrescentado e
deltarh em 405 nm fol medido. Figura 11 mostra a cinética em

temperatura ambiente.

De figura 11, pode ser visto, que um deltah de 200 mA, ou
seja, cerca de 20% da méximo delta A, é atingido por + 1000 ng
/ ml LPS apds 20 min RT, para + 500 ng / ml LPS apds 25 min
RT, para + 250 ng / ml apdés LPS + 30 min RT, para + 125 ng /
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ml LPS apés 32 min RT, para +63 ng / ml LPS apds 37 min RT,
para + 31 ng / ml LPS apds 45 min RT , por + 8 ng / ml LPS
apés 57 min RT, por + 4 ng / ml LPS apds 72 min RT, para + 1
ng / ml LPS apds 80 min RT, para + 0 ng / ml LPS apdés RT 108

min,

Assim, a cinética de LPS com Ccamatic ® é substancialmente
mais lenta do que com Pyrochrome ® {(figura 1), particularmente
em relacdc as amostras gque tinham sido completadas com
guantidades baixas de LPS (aqui pelo factor 2-3).
Figura 12 mostra cs resultados de um procedimento de acordo
com a invencdo, na gual 10 ul 0-20% albumina humana gue tinha
sido completado com 5 ng / ml LPS foi incubade com 10 ul 60
mmol / 1 CT durante 10 min a 37°C. Entdoc 10 pl 200 mmol / 1
metioniné e 30 ul de reagente LAi Coamatic ® fol acrescentado
e delta A a RT foi medido. E reconhecida a forte dependéncia

de teste do Limulus sobre o feor de proteinas da amostra.

Figura 12 mostra, que um aumentoc da concentracido de albumina
da amostra de 0% a 1% resulta em uma diminuicdo da reatividade
de LPS a cerca de 1/5 do valor inicial. Se a concentragdo de
albumina é elevada a cerca de 2%, entdc o wvalor inicizal
resultados novamente. Se a concentracdo de albumina da amostra
continua a aumentar de 2% para 10%, entdo a reactividade de
ILPS cai a 1/3 do vwvalor inicial, um novo aumento da
concentracdoc de albumina da amostra de 10% para 20% ndo
resulte em uma mudanga da reatividade de LPS da amostra.
Assim, albumina estabiliza LPS {por exemplo, contra
vinculativo a parede de pléastico da placa), mas, ao mesno

tempo que inibe a reactividade do LPS com factores de Limulus.

Figura 13 mostra os resultados de um procedimento de acordo
com a invencgdo, na qual 10 pl pocl de plasma normal (NPG), que
tinha sido completado com 0 - 6667 ng / ml zymosan A foi

incubado com 10 pl 60 mmol / 1 CT durante 10 min a 37°C. Ent&o
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10 pl 200 mmol / 1 metionina e 30 upl de reagente LAL Coamatic
® foi acrescentado e delta A fol medido a RT . Uma reconhece
a linearidade (relagdo de concentragdo de glucarc a delta A
resultante} do teste do Limulus para glucanos agqui até uma

concentragdo plasmiAtica de cerca de 2 pg/ml glucanos.

As figuras 14 e 15 mostram os resultados de um procedimento de
acorde com a invencdoc, em gque 10 pl amostra (NPG, NPG
acrescido de 3,2 mg / ml EDTA, NPG plus 70 UI / ml heparina)
completado com 0 ou 10 ng / ml LPS foi incubado com 10 pl 0-
133 mmol / 1 no CT Hy0 durante 10 minutes a 37°C. Entdo 10 nl
200 mmel / 1 ascorbatc e 30 pl de reagente LAL Coamatic ®
foram acrescentados. Figura 14 (para plasmas gque foram
completadas com 10 ng/ml) e nimero 15 (de plasmas sem
suplementagdo) mostram, gue as concentragdes de CT de 40-80

mmol / 1 sdo 6étimas para eliminar o efeito da heparina.

Figura 14 mostra, que, sem oxidagdo naoc parecem mensuraveis
reactividade de LPS dentro 50 min RT. 70 UI / ml heparina na
amostra estimulande o LPS-reactividade cerca de 5 vezes,
gquando um reagente de oxidante com 2 60 mM CT é usadc. Desde o
procedimento, de acordo c¢om & I1nvengdo deve-se imitar
reactividades fisiopatoldgicas de LPS e / ou lipidio-A e / ou
glucancs com receptores humanos de LPS e / ou lipidio-A e / ou
glucanocs (por exemplo, CD 14 ou phospholipasas de monécitos),
em vez de tubeos com heparina - como, de acordo com o estade da
técnica -, de acordo com a presente invengdo preferencialmente
tubos que contém citrate ou EDTA sdo recomendados para a

amostragem de sangue.

Figura 15 mostra, que, sem oxidacdo ndc parece apenas uma
reactividade do Limulus de < 100 mAle h RT para plasmna
normal. Além 40-80 mM CT aumenta a reatividade mais de 10
vezes. Pelo menos 60 mM CT no reagente de oxidante séo

necessérias para dar uma reatividade similar de LPS em plasmas
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com heparina (70 UI / ml na amostra), em comparagdo a um pooll

normals de plasma com EDTA cu citrato.

Figura 16 mostra osr resultados de uma outra invencdo, de
acorde com a invencdo, em gque 10 pl 0-133 mmol / 1 CT em 100
mmol / 1 de NaHCOs;, pH 8,5, foli incubado por 10 minutos
(37°C), com 10 ul de pool de plasma com coagulacdo normal
(NEG) ou 7% albumina humana (Kabi, Estocclmo, Suécia), cada um
deles tinha sido completado com 0 ou 10 ng/ml LPS e/ou 1000
ng/ml zymosan A (ZyA). Posteriormente 50 pl 200 mmol / 1
meticnina foram adicionados e apds 3 min na RT 30 ul de
reagente LAL Coamatic ® foram adicionados e delta 2 foi
determinado apés 93 min a RT. A concentragdc O6ptima de CT

neste  experimento & de cerca de 60  mmol / 1.

Figura 16 mostra Que, para um vaso de plasma normal, gue nao
tinha sido completade e gque tinha sido completade com LPS cu
ZyA, reactividades mé&ximas de LPS ou de glucano s3o
resultantes, se o reagente de oxidante contém 40-80 mM CT. No
madximo de oxidante, pool de plasma normal (NPG} + LPS + ZyA
tem uma baixa reatividade de endotoxina de cerca de 30% do NPG
+ LPS. Oxidacdo com > 60 mM CT d& uma diminuicfo da actividade
de Timulus na amostra de 7% albumina humana, com > 60 mM CT
ZyA parece ser cada vez mais destruida. LPS no plasma &

destruida dose-dependentemente por oxidagdao com > 90 mM CT.

Figura 17 mostra os resultados de um outro processc, de acordo
com a invengdo, em que 10 ul 0-133 mmol / 1 CT em 100 mmecl / 1
de NaHCO;, pH 8,5 foi incubado com 10 ul 7% albumina humana
gue tinha sido completado com 10 ng / ml LPS (e) ou com 10 ng
/ ml LPS e 1000 ng / ml Zymosan A (M) por 10 minutos a 37°C.
50 pl 200 mmel / 1 metionina foi adicionada e apds 3 min RT 30
ul LAL-reagente Coamatic ® foli acrescentado e um delta em 405

nm foi medido. Figura 17 mostra os resultados de diferentes
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concentragdes de CT, mais de 80 mmol / 1 CT s&c inativadoras

de endotoxina.

Do quadro 17 é reconhecido, gque LPS-reatividades maximales
ocorrem por oxidagdo com 20-60 mM CT, que a maior concentragdc
de oxidante se traduz numa diminuicdo da reatividade LPS, e
gque LPS na amostra de albumina parece ser cada vez mails

destruida por oxidagidoc com > 80 mM CT.

Figura 18 demonstra os resultados dos novos procedimentos, em
gue n = 24 plasmas com EDTA ndo selecionados dos pacientes
foram analisados por meio de teste de LAL Coamatic ® e foram
tratados por calor (10 vezes diluides com Hy0, para 15 minutos
a 75°C ) ou com 60 mmol / 1 CT. £ reconhecido (fig. 18), que
os processos geram diferentes resultades de reatividade
(tratamento por calor: 1,8 ng / ml LPS +- 1,6 ng / ml;
tratamento por CT: 2,8 ng / mi + - 1, 6 ng / ml, o factor de

correlacdo r = 0,210).

Figura 19 mostra os resultados da reatividade de outros
processos, em que 5 pl 0 ou 10 ng/ml LPS foram adicicnados &
amostra e foram tesfadas no ensaic oxidativo com o reagente de
Coamatic ®. Inicial 2,8+4-1,6 ng / ml LPS tornou apds a adigdo
de LPS a 6,2 ng / ml +- 3,8 ng/ml, o factor correlagdo r =

0,574.

Figura 20 mostra os resultados dos novos procedimentos, em que
a adicdo de 5 pl 10 ng / ml LPS d& 5,8 +- 4,6 ng / ml apds
LPS inicial 1,5 +- 1,1 ng / ml e apds o tratamento por calor
das amostras; factor €& a correlacédo r = 0,024. Este factor de
correlagdo é substancialmente mencr do que por oxidagdc das
amostras (r = 0,574), ou seja, existe uma dJrande variacio
interindividual em adigio e reconquista de LPS com o teste com

tratamento por calor (fortemente desnaturacgdo), em contraste

com o método de oxidacdo



36

Figura 21 mostra os resultados da reatividade de novos
processos, em que 10 pl NPG (pool de 12 plasmas norma;es; o),
gue tinha sido completado com C - 10 ng / ml LPS feoi incubado
com 10 pl 60 mmol / 1 CT durante 10 min em 37°C. Ent&c 10 ul
210 mmol / 1 ascorbato, 210 mmol / 1 arginina, pH 8,7, foram
acrescentados. Apdés 3 min na RT 30 pl de reagente LAL {Coatest
®, Chromogenix; dissolvido em 1,4 ml H,0; sem substrato
cromogénico) foram adicionados, e apés 0-50 min a RT 75 pl 750
mmol / 1 arginina, pH 8,7 e 30 pl 2 mmol / 1 Ile-Glu-Gly-Arg-
pNA foram adicionados e os 1linear delta A em 405 nm foi
determinado. De figura 21 é reconhecido, gue o dptimc ponto de
tempo para linearizagdo nesta abordagem é 45 min RT ({(a curva
de calibragdo do LPS é linear até 10 ng / ml LPS). Além disso,
a cifra 21 demonstra gue tempos de incubacdo de Limulus > &0
min RT resultam em uma diminuicdo de LPS-reactividades (¢, A).
Isto & devido a uma auto-destruicdo dos factores de Limulus,
presenca de substrato cromogénico (como no cinética

hiperbélica antes da adigdo do reagente de linearizacgdo)

| protege contra este.

Figura 22 mostra os resultados dos novos procedimentos, em que
10 pl NPG {(a partiz de 12 plasmas normales) complementado com
0-100 ng / ml LPS ou 0-100 pg / ml zymosan A foram incubados
com 10 pl 60 mmol / 1 CT por 10 minutos a 37°C. Posteriormente
10 ul 210 mmol / 1 arginina, 210 mmol / 1 ascorbato (LPS +
glucanocs} ou com 2000 U / ml de polimixina B (teste de
glucanos; teste de ZyA) e 30 pl de reagente LAL Ccamatic ®
foram adicionados e deltalA foi determinado. Figura 22 mostra,
gue ocorre aqui uma linearidade até 2 pg/ml zymosan A ou até
100 ng / ml LPS. Concentracdes de LPS > 40 ng/ml ndo podem ser
totalmente inibidas por 2000 U / mwml ©polimixina B.

Figuras 23a-c mostram cos resultados dos novos procedimentos,

em qus 200 pl NPG (0), NBG + 50 ng/mi LPS (e) ou + 91 ng/ml
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LPS (x), NPG + 50 pg/ml ZyA (A) foram incubadas com 200 pl 60

mmol/l CT no H;C durante 10 minutos a 37°C. 20 ul foram
incubadas com 10 nl 210 mmol/l arginina, 210 mmol/l1 ascorbato
e 0-250000 U / ml polimixina B a 37°C e deltaA foi
determinado. Desde as figuras 23a-c¢, pode ser reconhecido, que

o proépria polimixina B estimula o© sistema de Limulus.

Figura 24 mostra uma experi&ncia de comparacdo do processo, de
acorde com o estado da técnica com ¢ tratamento de 75°C (15
min) das amostras com o procedimento, de acordo com a presente
inveng&o com a oxidagdo das amostras com 60 mM chloramine-T ®
(10 min, 37°C). Aqui 7,5% albumina humana (Kabi, Estocolmo,
Suécia), com 0,5 pg/ml zymosan A basal, tinham sido
completados com 0-10000 ng / ml LPS (E. coli 0111: B4;
purificada por filtracZo com gel; preoeduto L 3012 : Sigma,
Deisenhofen, Alemanha) ou com + 0-100 pg/ml zymosanA foram

analisados como segue:

A. Tratamento por calor

20 pl amostra foi 10 wvezes diluido com H,0 e incubada durante
15 minutos é RT ou a 75°C (banho de &gua). Entdo 20 ul de
amostra assim tratada foram incubadas em duplicado com 20 pl
de reagente LAL (Pyrochrome ®) na RT e os deltaA a 405 nm foil
determinada utilizando um fotdmetro gque trabalha com placas
microtiter (Milenia-DPC, Los Angeles, E.U.A.). Figuras 24a e b
demonstram 'as seguintes abordagens:
+ 0ng / ml LPS (O), + 0,1 ng / ml LPS (cinzento A}, + 1 ng /
ml LPS (cinzento ¢), +10 ng / ml LPS (cinzento 0), +100 ng /
ml (e), +1000 ng / ml LPS (A), +0,1 ng/mI ZyA (A), +1 pg/ml
ZyhR (0), +10 ug/ml ZyA (Dj, +100 pg/ml ZyA (). Um vé que
+1000 ng / ml LPS apds o tratamento pelo calor age como +0,1

ng/ml LPS em RT (Fig. 24a), ou seja, 99,99% do LPS activo foi
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inactivado por tratamento de calor (Fig. 24b). Zymosan A é

resistente ao calor.
B. Tratamento por oxidagéo'

5 nl amostra foram incubadas em duplicado com 5 pl PBS ou 60
mM chloramine-T ® em PBS durante 10 minutos a 37°C (banho de
dgua). Entdc 5 pl 230 mM metionina em H;0 foram acrescentadas
e apds 3 min RT 15 pl de reagente LAL (Pyrochrome ®), foram
adicionadas e deltaA em 405 nm (RT) foi determinada. £
reconhecido que tanto a reatividade de LPS (Fig. 24c) a

reactividade de zymosan é resistente a oxidacgd3o (Fig. 24d).

Lisboa, 11 de Dezembro de 2008 -



Reivindicacgdes

1. Procedimento para determinar 0 conteundo de
lipopolisacaride e / ou de lipidio-A e / ou de glucano em
liquidos bioldgicos em um valor de pH entre 6 e 10,
compreendendo

A} tratamento da amostra com pelo menos um oxidante fora do
grupo de geradores de oxigénio singulet,
B) adicido de, pelo menos, um factor de amebocites de Limulus
a amostra oxldada : e,
C) determinacido da ativacdo de, pelo mencs, um factor de

amebocites de Limulus.

2. Processo de acordo com & reivindicacdo 1, caracterizado
pele facto de que, como um oxidante chloramine, é

particularmente chloramine-T ® (N-cloro-toluol-sulfamida).

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de que ¢ oxidante é adicionado & amostra, de um
montante de 15-200 rmoles, particularmente 30-120
umoles, especialmente preferide 50-70 umoles por ml de

liquido da amostra.

4. Processo de acorde com a reivindicagdo 1, caracterizado
por apds o desempenho da oxidag¢do o montante remanescente do
oxidante ser inactivado por adigdo de um antioxidante,
particularmente através da adigdo de um inikider de

cxigénio singulet, de preferéncia ascorbato ou metionina.

5. Processo de acordo com & reivindicacgdo 1, caracterizadc

por a activacgdo de, pelo menos, um elemento do sistema de



Limulus ser determinada pela medicdo da guantidade de
chromophore que é gerado pelo sistema de Limulus fora de um
composto cromogénico gue pode ser degradado por um factor

activado de Limulus.

€. Processoc de acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizado
por o© bioldgico ligquide ser sangue, produtos de sangue,
licor, wurina, saliva, lavade Dbronquicalveclar, ascite,
derrame pericdrdica ou derrame, leite, liquidos de tecidos,

liquido linfitico, e particularmente plasma.

7. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo facto de que um liguide bioclégico contendo heparina é
utilizado tendo sido completado, antes do ensaio, ou durante

¢ ensaio com, pelo mencs, um inibidor de Theparina.

8. Processo de acordo com a reivindicagdc 1, caracterizado
por liquidc biclégico usade que ndo contenha heparina, ou
gue contenha até 1 UI / ml de heparina, contém citratec ou

EDTA.

9. Processo de accrdo com a reivindicagédo 1, caracterizado
por a cinética do processo ser linear, antes ou durante a
execucdo do passo c), com um reagente que contém, pelo
menos, um composto de guanidina e / ou uma substincia

caotropica.

10. Processo de acordo com a alegacdo 9, caracterizado pelo
facto de que, como composto de guanidina arginina, e / ou

como um agente caotropico é usade um catido de um alcali-

metal e / ou um citido de um terra—-alcali-metal.

11. Processc de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

por ser realizado para diferenciar entre reactividade de LPS



e lipidio-A e de glucanos e reactividade de glucanos na
presenga e na auséncia de um inibidor de LPS, e gue
reactividades que foram determinados em ambos abcrdagens de
teste zd3o subtraidas umas das outras, de mode a avaliar =

reactividade causada por LPS e / ou lipidio-A.

12. Processo de acordc com a reivindicacdo 11, caracterizado

por ser utilizada polimixina-B como inibidor do LPS.

13. Processo de acordo com a reivindicacg&o 1, caracterizado
por 0 liguido bioldégicc antes ou durante a etapa a) ser

diluido com albumina (humana).

14. Processo de acordo com a reivindicacgdoc 1, caracterizado
por © ligquido bicldégico ter uma concentracdc de proteina de

30-100 g/l, especialmente dos 60 - 90 g / 1.

15. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
por uma quantidade definida de LPS e / ou lipidic-A sex
adicionada & amcstra e ao conteldo de Iipopolisacaride para

avaliar a capacidade de inibig&o de LPS e / ou lipidio-A.

16. Processo de acordo com a reivindicagde 1, caracterizado
por uma quantidade definida de glucano ser adicionada &
amostra e ao conteudo dos glucanos para avaliar a capacidade

de inibicdo do glucano.

Lisboa, 11 de Dezembro de 2008
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Fig. 2
Legenda como na figura 3
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Abs.-Aumento [mA; 24 min RT]
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Fig. 3
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Abs.-Aumento [mA;15 min RT
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Fig. 5
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Fig. 7
Legenda como na figura 8
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Abs.- Aumento [mA ; 39 min
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Fig. 8
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Abs.- Aumento [mA
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Fig. 9
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Abs.- Aumento [mA ; 250 min RT,
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Abs.-Aumento [mA]
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Fig. 11
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Abs.- Aumento [mA ; 32 min RT,
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Fig. 12
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Fig. 13
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Abs.- Aumento [mA ; 50 min RT]
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Fig. 14
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Abs.- Aumento [mA ; 19 h RT]
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Fig. 15
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Abs.- Aumento [mA ; 93 min RT,
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Fig. 16
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Reatividade de LPS apds oxidagdo

Abs.- Aumento [mA ; 36 min RT,
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Reatividade de LPS complementado

[ng/mil]
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Fig. 19
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LPS-conc. compl. [ng/mi]
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Fig. 20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
LPS-conc. basal [ng/mil]

Figure 20



Abs.- Aumento [mA;14 min RT,
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Fig. 21
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Abs.- Aumento [mA; 60 min 37°C
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Abs.- Aumento [mA;41 min 37°C
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Fig. 23a
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Abs.- Aumento [mA ; 41 min 37°C
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Fig. 23b
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Abs.- Aumento [mA]
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Fig- 23¢c
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Abs.-Aumento [mA]
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Fig. 24c
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Abs.-Aumento [mA]
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Fig. 24d
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