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Ââåäåíèå
«Áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû» — âàæíåéøèé

ïîêàçàòåëü áåçîïàñíîñòè ïàðåíòåðàëüíûõ ëåêàð-

ñòâåííûõ ñðåäñòâ (ËÑ), îáåñïå÷èâàþùèé íàäëå-

æàùåå êà÷åñòâî ïðåïàðàòîâ. Ïðèìåíåíèå ËÀË-

òåñòà, â êà÷åñòâå ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ áàêòåðèàëü-

íûõ ýíäîòîêñèíîâ (ÁÝ) ïîçâîëÿåò íîðìèðîâàòü

ñîäåðæàíèå ïðèìåñåé, âûçûâàþùèõ ïèðîãåííóþ

ðåàêöèþ ó ïàöèåíòîâ. 

Ïîâûøåíèþ íàä¸æíîñòè è âîñïðîèçâîäèìî-

ñòè ýòîãî ìåòîäà ñïîñîáñòâóþò âàëèäàöèîííûå

ïðîöåäóðû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ íåîòúåìëåìîé ÷à-

Ïðèìåíåíèå ËÀË-òåñòà, â êà÷åñòâå ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ áàêòåðèàëüíûõ ýíäîòîêñèíîâ (ÁÝ), ïîçâîëÿåò íîðìèðîâàòü ñîäåð-
æàíèå ïðèìåñåé, âûçûâàþùèõ ïèðîãåííóþ ðåàêöèþ ó ïàöèåíòîâ. Ïîâûøåíèþ íàä¸æíîñòè è âîñïðîèçâîäèìîñòè ýòîãî ìå-
òîäà ñïîñîáñòâóþò âàëèäàöèîííûå ïðîöåäóðû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ ìåòîäèê îïðåäåëåíèÿ ÁÝ è îñíî-
âàíû íà ïîñòðîåíèè «ìîäåëüíîãî îïûòà», ãäå ñðàâíèâàþò èñïûòóåìûå è êîíòðîëüíûå îáðàçöû. Â çàâèñèìîñòè îò ìåòîäèêè
èñïûòàíèé (ãåëü-òðîìá èëè ôîòîìåòðè÷åñêèå òåñòû) íà íàëè÷èå ÁÝ ïðèìåíÿþò ñîîòâåòñòâóþùèå âàëèäàöèîííûå ïðîöåäó-
ðû ñ îöåíêîé íåîáõîäèìûõ ïàðàìåòðîâ. Öåëü äàííîé ðàáîòû — äîêàçàòü ñ ïîìîùüþ âàëèäàöèîííûõ ïðîöåäóð âîçìîæíîñòü
âçàèìîçàìåíÿåìîñòè ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ÁÝ íà ïðèìåðå ïðåïàðàòà «Öåôòðèàêñîí, ïîðîøîê äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðà
äëÿ âíóòðèìûøå÷íîãî ââåäåíèÿ 500 ìã». Ìåòîäèêè èññëåäîâàíèÿ: Ãåëü-òðîìá è õðîìîãåííûé êèíåòè÷åñêèé òåñòû. Ðåçóëü-
òàòû ïðîâåäåííûõ èñïûòàíèé ïîäòâåðæäàþò âîñïðîèçâîäèìîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü ìåòîäèê ËÀË-òåñòà. ×óâñòâèòåëüíîñòü
èñïîëüçóåìîãî ËÀË-ðåàêòèâà ïîäòâåðæäåíà. Â îïûòàõ ãåëü-òðîìá òåñòà äëÿ ïðåïàðàòà «Öåôòðèàêñîí» âàëèäèðîâàíî ðàç-
âåäåíèå 1:160 îñíîâíîãî ðàñòâîðà â êîíöåíòðàöèè 100 ìã/ìë. Ïàðàìåòðû êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé â êèíåòè÷åñêîì õðîìîãåí-
íîì îïûòå ñîîòâåòñòâîâàëè âàëèäàöèîííûì òðåáîâàíèÿì (CV��10% è r>0,98). Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ áàêòåðèàëüíûõ ýí-
äîòîêñèíîâ â ëåêàðñòâåííîì ïðåïàðàòå «Öåôòðèàêñîí» ôîòîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì âîçìîæíî â òîì æå ðàçâåäåíèè 1:160,
ãäå òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ ÁÝ â èñïûòóåìîì îáðàçöå ÑV<20%, ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ äîáàâëåííîãî ýíäîòîêñèíà ðàâíà 108%.
Âûâîäû. Ïðîâåä¸ííûå èññëåäîâàíèÿ íà ïðèìåðå ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà «Öåôòðèàêñîí» äîêàçàëè âîçìîæíîñòü âçàèìî-
çàìåíÿåìîñòè ìåòîäèê îïðåäåëåíèÿ ÁÝ, ÷òî ïîäòâåðæäåíî íåîáõîäèìûìè âàëèäàöèîííûìè ïðîöåäóðàìè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû, ËÀË-(ëèçàò àì¸áîöèòîâ ëþìóëþñ)-òåñò, ìåòîä ãåëü-òðîìá, êèíåòè÷å-
ñêèé õðîìîãåííûé ìåòîä, âàëèäàöèÿ, ìåøàþùèå ôàêòîðû.

The use of the LAL test as a method for determining bacterial endotoxins (BE) allows us to normalize the content of impurities caus-
ing a pyrogenic reaction in patients. Increasing the reliability and reproducibility of this method is promoted by validation procedures,
which are an integral part of the methods for determining BE and are based on the construction of a «model experiment» where the
test and control samples are compared. Depending on the test procedure (gel-clot or photometric tests) for determining the pres-
ence of BE, appropriate validation procedures are used to assess the necessary parameters. The purpose of the study: to prove the
possibility of interchangeability of the methods for determining BE with the help of validation procedures on the example of the drug
«Ceftriaxone powder for intramuscular injection 500 mg». Research techniques: Gel-clot and Kinetic Chromogenic tests. The results
of the conducted tests confirm the reproducibility and specificity of the LAL test methods. The sensitivity of the LAL reagent used is
confirmed. In the experiments of the gel-clot test for Ceftriaxone, a dilution of 1:160 of the base solution in the concentration of 100
mg/ml was validated. The parameters of the calibration curve in the Kinetic Chromogenic test corresponded to the validation
requirements (CV��10% and r>0.98). Determination of the bacterial endotoxin content in Ceftriaxone by the photometric method is
possible at the same 1:160 dilution, where the accuracy of determination of the BE in the test sample is <20%, the degree of extrac-
tion of the added endotoxin is 108%. Conclusions. The conducted studies proved the possibility of interchangeability of the methods
for determining the BE on the example of the Ceftriaxon drug, which is confirmed by the necessary validation procedures.

Keywords: bacterial endotoxins, LAL (lyulose amoebocyte lysate) test, gel-clot method, kinetic chromogenic method, validation,
interfering factors.
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ñòüþ ìåòîäèê îïðåäåëåíèÿ ÁÝ è îñíîâàíû íà

ïðîâåäåíèè «ìîäåëüíîãî îïûòà», â êîòîðîì ñðàâ-

íèâàþò èñïûòóåìûå è êîíòðîëüíûå îáðàçöû. 

Ïðîöåññ âàëèäàöèè â ËÀË-òåñòå ïðåäóñìàò-

ðèâàåò ïðîâåäåíèå äâóõ îñíîâîïîëàãàþùèõ ýêñ-

ïåðèìåíòîâ: 

— «Ïîäòâåðæäåíèå çàÿâëåííîé ÷óâñòâè-

òåëüíîñòè ËÀË-ðåàêòèâà èëè ëèíåéíîñòè êàëèá-

ðîâî÷íîé êðèâîé», â êîòîðîì îöåíèâàåòñÿ êà÷å-

ñòâî èñïîëüçóåìûõ ðåàêòèâîâ, ðàáîòû ëàáîðàòî-

ðèè, àíàëèòèêà è óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ìåòîäà.

— Âûÿâëåíèå íàëè÷èÿ ìåøàþùèõ ôàêòîðîâ

èñïûòóåìîãî ËÑ â îïûòàõ ñ ËÀË-ðåàêòèâîì. Â

äàííîì èñïûòàíèè îïðåäåëÿþò ñòåïåíü èíãèáè-

ðîâàíèÿ èëè ïîòåíöèðîâàíèÿ ðåàêöèè äëÿ êàæäî-

ãî èñïûòóåìîãî îáðàçöà. Ïðîöåäóðà àêòóàëüíà íà

ñòàäèè ðàçðàáîòêè ìåòîäèêè èñïûòàíèé îáðàçöà

ËÑ â íåðàçâåä¸ííîì ñîñòîÿíèè èëè â ñîîòâåòñòâó-

þùåì ðàáî÷åì ðàçâåäåíèè, íî íå ïðåâûøàþùåì

ìàêñèìàëüíî äîïóñòèìîå ðàçâåäåíèå (ÌÄÐ) [1, 2].

Ýòè îáÿçàòåëüíûå ýòàïû äëÿ âñåõ ìåòîäèê

ËÀË-òåñòà âûïîëíÿþò â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâà-

íèÿìè ÎÔÑ «Áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû» [3] è

óêàçàíèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ, èçëîæåííûìè â èí-

ñòðóêöèè ê íàáîðó ðåàêòèâîâ äëÿ ËÀË-òåñòà.

Â çàâèñèìîñòè îò ìåòîäèêè èñïûòàíèé ïðè-

ìåíÿþò ñîîòâåòñòâóþùèå âàëèäàöèîííûå ïðîöå-

äóðû ñ îöåíêîé íåîáõîäèìûõ ïàðàìåòðîâ [4]. 

Îáùèìè äëÿ âñåõ øåñòè ôàðìàêîïåéíûõ ìå-

òîäèê îïðåäåëåíèÿ ÁÝ ÿâëÿþòñÿ äâà âàëèäàöèîí-

íûõ ïàðàìåòðà: 

Ñïåöèôè÷íîñòü — ñïîñîáíîñòü ìåòîäà îïðå-

äåëÿòü ÁÝ ñ òðåáóåìûì óðîâíåì ïðàâèëüíîñòè è

ïðåöèçèîííîñòè.

Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ — ìèíèìàëüíàÿ êîí-

öåíòðàöèÿ ýíäîòîêñèíîâ â îáðàçöå, êîòîðàÿ ìî-

æåò áûòü îáíàðóæåíà ñ ïîìîùüþ âàëèäèðóåìîãî

ìåòîäà. Â ãåëü-òðîìá òåñòå ïðåäåë ñîñòàâëÿåò íå

áîëåå 0,015—0,03 ÅÝ/ìë (ãäå ÅÝ — åäèíèöû ýí-

äîòîêñèíà), òîãäà êàê â èíñòðóìåíòàëüíûõ ìåòî-

äàõ (òóðáèäèìåòðè÷åñêîì è õðîìîãåííîì) — 0,01

ÅÝ/ìë è 0,005 ÅÝ/ìë, ñîîòâåòñòâåííî [5].

Ïðè âûïîëíåíèè ãåëü-òðîìá òåñòà îáÿçàòåëü-

íûìè ïðåäâàðèòåëüíûìè àíàëèçàìè ÿâëÿþòñÿ

«Ïîäòâåðæäåíèå çàÿâëåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè

ËÀË-ðåàêòèâà» è «Ìåøàþùèå ôàêòîðû», êîòî-

ðûå âûïîëíÿþò â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè

ÎÔC [3].

Êðèòåðèÿìè ïðèåìëåìîñòè äëÿ ãåëü-òðîìá

òåñòà ÿâëÿþòñÿ: 

— ñðåäíåå ãåîìåòðè÷åñêîå çíà÷åíèå ÷óâñò-

âèòåëüíîñòè ðàñòâîðîâ ñòàíäàðòà ýíäîòîêñèíà

íà âîäå äëÿ ËÀË-òåñòà â ïðåäåëàõ äâóêðàòíîé

âàðèàöèè çàÿâëåííîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ËÀË-

ðåàêòèâà;

— ðåçóëüòàòû îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ

âîäû äëÿ ËÀË-òåñòà ñ îòñóòñòâèåì îáðàçîâàíèÿ

ãåëÿ [6].

Äëÿ ôîòîìåòðè÷åñêèõ ìåòîäèê, òàêèõ êàê òóð-

áèäèìåòðè÷åñêèå è õðîìîãåííûå, èñïîëüçóþò

ñïåöèàëüíîå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå ñ ïîñòðî-

åíèåì êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé êîíòðîëüíûõ ñòàí-

äàðòîâ ýíäîòîêñèíà (ÊÑÝ) è äîïîëíèòåëüíûìè

ïîêàçàòåëÿìè âàëèäàöèè: 

— Ëèíåéíîñòü — õàðàêòåðèçóåò ïðîïîðöèî-

íàëüíóþ çàâèñèìîñòü âðåìåíè ðåàêöèè â ñåêóíäàõ

îò èçìåðÿåìîãî ñîäåðæàíèÿ ÁÝ ðàñòâîðîâ ÊÑÝ â

ïðåäåëàõ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé è àíàëèòè÷åñêîé

îáëàñòè âûáðàííîé ìåòîäèêè èñïûòàíèÿ. Ëèíåé-

íîñòü ñ÷èòàþò äîêàçàííîé, åñëè äëÿ âñåõ èñïîëü-

çóåìûõ â îïûòå ðàñòâîðîâ ÊÑÝ àáñîëþòíîå çíà÷å-

íèå êîýôôèöèåíòà ëèíåéíîé êîððåëÿöèè (r) íå

íèæå 0,980, à çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà âàðèàöèè

(ñîîòíîøåíèÿ ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ è ñðåä-

íåãî çíà÷åíèÿ, âûðàæåííîãî â ïðîöåíòàõ, äàëåå

CV) íå ïðåâûøàåò 10% [7].

— Ïðàâèëüíîñòü — áëèçîñòü ïîëó÷åííûõ ðå-

çóëüòàòîâ ê èñòèííîìó çíà÷åíèþ, êîòîðàÿ õàðàê-

òåðèçóåò ñèñòåìàòè÷åñêóþ îøèáêó. Å¸ âûðàæàþò

â ïðîöåíòàõ âîññòàíîâëåíèÿ ÁÝ è îïðåäåëÿþò êàê

ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ÁÝ, âíåñ¸í-

íûõ â âèäå ÊÑÝ â èñïûòóåìûé îáðàçåö ËÑ. Ïðî-

áà ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ ËÑ âûäåðæèâàåò

èñïûòàíèå, åñëè ïðîöåíò èçâëå÷åíèÿ êîíöåíòðà-

öèè ÁÝ (RSD) íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå 50—200% îò

íîìèíàëüíîãî çíà÷åíèÿ [8, 9]. 

— Òî÷íîñòü — ñòåïåíü áëèçîñòè ðåçóëüòàòà

èçìåðåíèé ê ïðèíÿòîìó îïîðíîìó çíà÷åíèþ. Â

äàííîì ñëó÷àå õàðàêòåðèçóåòñÿ âåëè÷èíîé CV õà-

ðàêòåðèñòèê êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé è CV çíà÷å-

íèé ïîâòîðíîñòåé äëÿ îáðàçöîâ. Äëÿ îòðèöàòåëü-

íîãî êîíòðîëÿ èñïûòóåìîãî îáðàçöà çíà÷åíèå CV

äîëæíî áûòü �10 èëè �25% (â çàâèñèìîñòè îò

òðåáîâàíèé, óñòàíîâëåííûõ ïðîèçâîäèòåëåì

ËÀË-ðåàêòèâà). ×åì íèæå çíà÷åíèÿ, òåì áëèæå

óðîâåíü òî÷íîñòè ìåæäó ïîâòîðíîñòÿìè èñïûòó-

åìîãî îáðàçöà [10, 11].

— Ïðåöèçèîííîñòü — ñòåïåíü áëèçîñòè ðå-

çóëüòàòîâ äðóã ê äðóãó. Âî âñåõ îïûòàõ ËÀË-òåñòà

îáÿçàòåëüíà ïîñòàíîâêà èñïûòóåìûõ ïðîá êàê

ìèíèìóì â äâóõ ïîâòîðíîñòÿõ. 

Â òóðáèäèìåòðè÷åñêèõ è õðîìîãåííûõ ìåòî-

äèêàõ îöåíèâàþò âûøåóêàçàííûå ïàðàìåòðû ñ

èñïîëüçîâàíèåì ïðîöåäóð, êîòîðûå ïîäòâåðæäà-

þò çàÿâëåííóþ ëèíåéíîñòü êàëèáðîâî÷íîé

êðèâîé, è îäíîâðåìåííî â ýòîì æå îïûòå âàëè-

äèðóþò ðàáî÷åå ðàçâåäåíèå èñïûòóåìîãî îáðàç-

öà. Èñïûòàíèå âûïîëíÿþò äëÿ îöåíêè òàêèõ ïî-

êàçàòåëåé ñòàíäàðòíîé êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé,

êàê r è CV, à òàêæå ïîäòâåðæäåíèÿ èëè îïðîâåð-

æåíèÿ âëèÿíèÿ èñïûòóåìîãî ðàñòâîðà ËÑ íà ðå-

çóëüòàòû èñïûòàíèÿ, òî åñòü óñòàíîâëåíèÿ ìåøà-

þùèõ ôàêòîðîâ [12]. 

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ âàëèäàöèîííûõ èñïûòàíèé

ãîòîâÿò ðàñòâîðû êîíòðîëüíîãî ñòàíäàðòà ýí-

äîòîêñèíà (ÊÑÝ), íå ìåíåå ÷åì â òð¸õ êîíöåíò-
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Ïàðàëëåëüíûå Ðàçâåäåíèÿ ÊÑÝ Êîíòðîëü Êîíöåíòðàöèÿ Ëîãàðèôì (lg)
ïðîáû ¹ 2λλ λλ 0,5 λλ 0,25 λλ îòðèöàòåëüíûé ýíäîòîêñèíà êîíöåíòðàöèè

0,06 ÅÝ/ìë 0,03 ÅÝ/ìë 0,015 ÅÝ/ìë 0,0075 ÅÝ/ìë (âîäà äëÿ ËÀË-òåñòà) â êîíå÷íîé ýíäîòîêñèíà
òî÷êå ðåàêöèè

1 + + – – – 0,03 –1,5229

2 + + – – – 0,03 –1,5229

3 + + – – 0,03 –1,5229

4 + – – – 0,06 –1,2219

Ñóììà ëîãàðèôìîâ êîíöåíòðàöèé ýíäîòîêñèíà

–5,7906

Ñóììà, ðàçäåëåííàÿ íà êîëè÷åñòâî ïàðàëëåëüíûõ ïðîá –1,44765

Àíòèëîãàðèôì ïîëó÷åííîé âåëè÷èíû — ñðåäíåå ãåîìåòðè÷åñêîå  êîíöåíòðàöèè ýíäîòîêñèíà 0,0357 ÅÝ/ìë

ðàöèÿõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàíäàðòíîé êðèâîé. Èñ-

ïîëüçóþò êàê ìèíèìóì äâå ïîâòîðíîñòè äëÿ

êàæäîé êîíöåíòðàöèè ÊÑÝ, â ñîîòâåòñòâèè ñ

ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëÿ ËÀË-ðåàêòèâà

(ó÷èòûâàÿ ñîîòíîøåíèå îáú¸ìà ïðîá, âðåìÿ

èíêóáàöèè, òåìïåðàòóðó, pH ðåàêöèîííîé ñìå-

ñè è ò. ä.) [13]. 

Ðåçóëüòàòû èñïûòàíèÿ ñîîòâåòñòâóþò òðåáî-

âàíèÿì åñëè:

— ñîäåðæàíèå ÁÝ, ïîëó÷åííîå â îòðèöà-

òåëüíîì êîíòðîëå âîäû äëÿ ËÀË-òåñòà (îòðèöà-

òåëüíûé êîíòðîëü), íå ïðåâûøàåò ïðåäåëüíîå

çíà÷åíèå, ñîîòâåòñòâóþùåå ÷óâñòâèòåëüíîñòè èñ-

ïîëüçóåìîãî ËÀË-ðåàêòèâà;

— äëÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé CV�10% è

r>0,98;

— äëÿ èñïûòóåìîãî ðàñòâîðà îáðàçöà çíà÷å-

íèå CV�10% èëè �25%; 

— èçìåðåííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ýíäîòîêñèíà,

äîáàâëåííîãî â èñïûòóåìûé ðàñòâîð îáðàçöà, íà-

õîäèòñÿ â ïðåäåëàõ 50% — RSD — 200%.

Ïîâòîðíóþ âàëèäàöèþ ìåòîäèê èñïûòàíèÿ

âûïîëíÿþò â òîì ñëó÷àå, åñëè:

— ïîëó÷åíû íåóäîâëåòâîðèòåëüíûå ðåçóëü-

òàòû îïûòà;

— âíåñåíû èçìåíåíèÿ â óñëîâèÿ ýêñïåðè-

ìåíòà, âëèÿþùèå íà ðåçóëüòàòû èñïûòàíèÿ [10]. 

Êðîìå òîãî, ìîæíî ðàññìîòðåòü âîçìîæ-

íîñòü ïðîâåäåíèÿ ïîâòîðíûõ âàëèäàöèîííûõ

ïðîöåäóð ñ ïîìîùüþ äðóãîé ìåòîäèêè, êîòîðàÿ

áëàãîäàðÿ å¸ ñïåöèôè÷åñêèì îñîáåííîñòÿì,

ïîçâîëèò ïîëó÷èòü áîëåå äîñòîâåðíûå ðåçóëüòà-

òû. Òàê, íàïðèìåð, âûïîëíèòü îïðåäåëåíèå ÁÝ

íå îñíîâíîé àðáèòðàæíîé ìåòîäèêîé ãåëü-

òðîìá òåñò, à ñ ïîìîùüþ ôîòîìåòðè÷åñêèõ ìåòî-

äèê, îáëàäàþùèõ íàèáîëåå âûñîêîé ÷óâñòâè-

òåëüíîñòüþ ËÀË-ðåàêòèâà. 

Öåëü äàííîé ðàáîòû: äîêàçàòü ñ ïîìîùüþ âà-

ëèäàöèîííûõ ïðîöåäóð âîçìîæíîñòü âçàèìîçà-

ìåíÿåìîñòè ìåòîäèê îïðåäåëåíèÿ ÁÝ íà ïðèìåðå

ïðåïàðàòà «Öåôòðèàêñîí, ïîðîøîê äëÿ ïðèãî-

òîâëåíèÿ ðàñòâîðà äëÿ âíóòðèìûøå÷íîãî ââåäå-

íèÿ 500 ìã». 

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Èñïûòóåìûé ïðåïàðàò. «Öåôòðèàêñîí, ïîðîøîê äëÿ ïðè-

ãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðà äëÿ âíóòðèìûøå÷íîãî ââåäåíèÿ 500 ìã»

(«Öåôòðèàêñîí»).

Ìåòîäèêè èññëåäîâàíèÿ. Ãåëü-òðîìá òåñò è õðîìîãåííûé

êèíåòè÷åñêèé òåñò [3]. 

Ðåàêòèâû. Íàáîð ðåàêòèâîâ äëÿ ãåëü-òðîìá òåñòà: ËÀË-ðå-

àêòèâ ñ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ 0,03 ÅÝ/ìë (ãäå ÅÝ — åäèíèöû ýí-

äîòîêñèíà), êîíòðîëüíûé ñòàíäàðò ýíäîòîêñèíà (ÊÑÝ). Íàáîð

ðåàêòèâîâ äëÿ õðîìîãåííîãî êèíåòè÷åñêîãî òåñòà: ËÀË-ðåàê-

òèâ ñ õðîìîãåííûì ñóáñòðàòîì, ÊÑÝ. Âîäà äëÿ ËÀË-òåñòà.

Èñïîëüçóåìîå îáîðóäîâàíèå. Cóõîâîçäóøíûé íàãðåâà-

òåëüíûé ïðèáîð äëÿ èíêóáàöèè ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ, ôîòî-

êîëîðèìåòð äëÿ ìèêðîïëàíøåòîâ ñî ñïåöèàëüíûì ïðîãðàìì-

íûì îáåñïå÷åíèåì íà ïåðñîíàëüíîì êîìïüþòåðå, àâòîìàòè-

÷åñêèå äîçàòîðû ñ ïåðåìåííûì îáú¸ìîì 20—200 ìêë è 100—

1000 ìêë, âñòðÿõèâàòåëü (âèõðåâàÿ ìåøàëêà), ðÍ-ìåòð, ñåêóí-

äîìåð, øòàòèâû äëÿ ïðîáèðîê.

Ìàòåðèàëû. Íàêîíå÷íèêè äëÿ àâòîìàòè÷åñêèõ äîçàòî-

ðîâ, ñòåêëÿííûå êðóãëîäîííûå ïðîáèðêè ñ äèàìåòðîì 13 ìì

è 10 ìì, ìèêðîïëàíøåòû 96-ëóíî÷íûå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
1. Èñïûòàíèÿ ïðåïàðàòà «Öåôòðèàêñîí» ñ ïî-

ìîùüþ ãåëü-òðîìá òåñòà. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä

èñïûòàíèåì ïðåïàðàòà «Öåôòðèàêñîí» îñóùåñòâ-

ëÿëè ïðîöåäóðó «Ïîäòâåðæäåíèå çàÿâëåííîé ÷óâ-

ñòâèòåëüíîñòè ËÀË-ðåàêòèâà» [3]. Ðåçóëüòàòû êîí-

òðîëüíîãî ýêñïåðèìåíòà (òàáë. 1) ïîêàçàëè, ÷òî

÷óâñòâèòåëüíîñòü èñïîëüçóåìîãî ËÀË-ðåàêòèâà íå

ìåíåå 0,5 λ è íå áîëåå 2 λ, òî åñòü ïîëó÷åííàÿ â èñ-

ïûòàíèè âåëè÷èíà ÷óâñòâèòåëüíîñòè ËÀË-ðåàêòè-

âà íå îòëè÷àåòñÿ áîëåå ÷åì â äâà ðàçà îò âåëè÷èíû

÷óâñòâèòåëüíîñòè ËÀË-ðåàêòèâà, çàÿâëåííîé ôèð-

ìîé-ïðîèçâîäèòåëåì. Ýòî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü

äàííóþ ïàðó (ðåàêòèâ è ÊÑÝ) â äàëüíåéøèõ èñïû-

òàíèÿõ. Â îòðèöàòåëüíîì êîíòðîëå âîäû äëÿ ËÀË-

òåñòà íå íàáëþäàëîñü ãåëåîáðàçîâàíèÿ ðåàêöèîí-

íîé ñìåñè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè îïðå-

äåëÿåìîãî êîëè÷åñòâà ýíäîòîêñèíà.

Çàòåì ïðèñòóïàëè ê èñïûòàíèþ ïðåïàðàòà

«Öåôòðèàêñîí», êîòîðûé ðàçâîäèëè âîäîé äëÿ

ËÀË-òåñòà äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ èñõîäíîãî ðàñòâî-

ðà ñ êîíöåíòðàöèåé 100 ìã öåôòðèàêñîíà â 1 ìë.

Çíà÷åíèå ìàêñèìàëüíî äîïóñòèìîãî ðàçâåäåíèÿ

èñõîäíîãî ðàñòâîðà ïðåïàðàòà (ÌÄÐ) ðàññ÷èòû-
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Таблица 1. Результаты опыта «Подтверждение заявленной чувствительности ЛАЛ�реактива (λλ=0,03 ЕЭ/мл)»

с помощью гель�тромб теста

Примечание. Обозначение конечного результата гель�тромб теста: «+» — наличие геля, «–» — отсутствие геля.



âàëè ñ ó÷¸òîì íîðìû ïðåäåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ ÁÝ

(0,05 ÅÝ/ìã), ÷óâñòâèòåëüíîñòè èñïîëüçóåìîãî

ËÀË-ðåàêòèâà (ïîëíîå ìàòåìàòè÷åñêîå çíà÷åíèå

λ = 0,03125 ÅÝ/ìë) è êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà

(100 ìã/ìë).

(0,05 ÅÝ/ìã �� 100 ìã/ìë) 
ÌÄÐ = —————————————————= 160

0,03125 ÅÝ/ìë 

Âåëè÷èíà ðÍ ðåàêöèîííîé ñìåñè èñïûòóåìîãî

ðàñòâîðà â ðàçâåäåíèè 1:160 ñîñòàâëÿëà 6,8 è ñîîò-

âåòñòâîâàëà îïòèìàëüíîìó äèàïàçîíó çíà÷åíèé äëÿ

ïðîâåäåíèÿ òåñòà (pH 6—8). Ðåçóëüòàòû âàëèäàöèè

ðàçâåäåíèÿ 1:160 ïîäòâåðäèëè, ÷òî ÷óâñòâèòåëü-

íîñòü ËÀË-ðåàêòèâà, îïðåäåë¸ííàÿ ñ ÊÑÝ â ðàçâå-

äåíèè íà âîäå äëÿ ËÀË-òåñòà âî âñåõ îïûòàõ, îòëè-

÷àåòñÿ ìåíåå ÷åì â äâà ðàçà, îò ÷óâñòâèòåëüíîñòè

ËÀË-ðåàêòèâà, îïðåäåë¸ííîé ñ ÊÑÝ â ðàçâåäåíèè

íà ðàñòâîðàõ îáðàçöîâ èññëåäóåìîãî ïðåïàðàòà

(òàáë. 2). Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî èñïûòóåìûé ïðåïàðàò â

âûáðàííîì ðàçâåäåíèè, íå òîëüêî íå èíãèáèðóåò

ðåàêöèþ ãåëåîáðàçîâàíèÿ, íî è íå ïîòåíöèðóåò å¸.

2) Èñïûòàíèÿ ïðåïàðàòà «Öåôòðèàêñîí» ñ ïî-
ìîùüþ õðîìîãåííîãî êèíåòè÷åñêîãî òåñòà. Ñíà÷àëà

ãîòîâèëè îñíîâíûå ðàñòâîðû ïðåïàðàòà ñ êîíöåíò-

ðàöèåé 100 ìã/ìë. Ðàññ÷èòûâàëè çíà÷åíèå ÌÄÐ ñ

ó÷¸òîì íîðìû ïðåäåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ áàêòåðè-

àëüíûõ ýíäîòîêñèíîâ (0,05 ÅÝ/ìã), ÷óâñòâèòåëüíî-

ñòè èñïîëüçóåìîãî ËÀË-ðåàêòèâà ( λ = 0,005 ÅÝ/ìë)

è êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà (100 ìã/ìë).

(0,05 ÅÝ/ìã �� 100 ìã/ìë) 
ÌÄÐ = —————————————————= 1000

0,005 ÅÝ/ìë 

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ èñïûòàíèÿ ãîòîâèëè ðàñòâîðû

ñòàíäàðòîâ ýíäîòîêñèíà ñ êîíöåíòðàöèåé 5 ÅÝ/ìë,

0,5 ÅÝ/ìë, 0,05

ÅÝ/ìë, 0,005 ÅÝ/ìë.

Ïàðàëëåëüíî ñ íèìè

ãîòîâèëè ðàñòâîðû

ïðåïàðàòà «Öåôòðèàê-

ñîí» â ðàçâåäåíèè

1:160. Êîíöåíòðàöèÿ

ïîëîæèòåëüíîãî êîí-

òðîëÿ ïðåïàðàòà ñî-

ñòàâëÿëà 0,5 ÅÝ/ìë. 

Çàòåì â êîìïüþ-

òåðíóþ ïðîãðàììó

ââîäèëè äàííûå îá

èñïûòóåìûõ ðàñòâî-

ðàõ è óñëîâèÿõ ïðî-

âåäåíèÿ òåñòà (äàí-

íûå î ðåàêòèâàõ, êî-

ëè÷åñòâî ïîâòîðíîñ-

òåé è êîíöåíòðàöèè

ðàñòâîðîâ ÊÑÝ äëÿ

ïîñòðîåíèÿ êàëèáðî-

âî÷íîé êðèâîé). Â

êàæäóþ ÿ÷åéêó ìèê-

ðîïëàíøåòà äîáàâëÿ-

ëè èñïûòóåìûå ðàñ-

Ðàáî÷åå ðàçâåäåíèå èñõîäíîãî ðàñòâîðà ïðåïàðàòà 1:160
Ïîâòîðíîñòü ¹ Ðàçâåäåíèÿ ÊÑÝ Êîíöåíòðàöèÿ Ñðåäíåå Îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü

2 λλ λλ 0,5  λλ 0,25 λλ ýíäîòîêñèíà ãåîìåòðè÷åñêîå
â êîíå÷íîé çíà÷åíèå

òî÷êå ðåàêöèè êîíöåíòðàöèè
ýíäîòîêñèíà

íà âîäå äëÿ ËÀË-òåñòà Âîäà Ðàñòâîð 

1 + + + – 0,015 ÅÝ/ìë 0,015 ÅÝ/ìë äëÿ ËÀË-òåñòà ïðåïàðàòà

2 + + + – 0,015 ÅÝ/ìë —// — —// —

íà ðàñòâîðå ïðåïàðàòà
1 + + + – 0,015 ÅÝ/ìë 0,015 ÅÝ/ìë —// — —// —

2 + + + – 0,015 ÅÝ/ìë —// — —// —

3 + + + – 0,015 ÅÝ/ìë —// — —// —

4 + + + – 0,015 ÅÝ/ìë —// — —// —
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Таблица 2. Результаты опыта «Мешающие факторы» с раствором препарата «Цефтриаксон» 100 мг/мл с по�

мощью гель�тромб теста

Рис. 1. Калибровочная кривая растворов стандарта эндотоксина с концентрациями 5

ЕЭ/мл, 0,5 ЕЭ/мл, 0,05 ЕЭ/мл, 0,005 ЕЭ/мл (по оси ординат — время реакции; по оси

абсцисс — концентрация эндотоксина, ЕЭ/мл)



òâîðû è ËÀË-ðåàêòèâ, çàòåì óñòàíàâëèâàëè åãî â

èíêóáèðóþùåå ñ÷èòûâàþùåå óñòðîéñòâî ôîòî-

êîëîðèìåòðà. Çàïóñêàëè ïðîöåññ ñ÷èòûâàíèÿ

ðåçóëüòàòîâ, êîòîðûå â ðåàëüíîì âðåìåíè îòîá-

ðàæàëèñü íà ýêðàíå ìîíèòîðà êîìïüþòåðà. 

Ïîñëå îêîí÷àíèÿ îïûòà ðàñïå÷àòûâàëè ïðî-

òîêîëû èñïûòàíèé ñ ïàðàìåòðàìè êàëèáðîâî÷-

íîé êðèâîé è ðåçóëüòàòàìè èñïûòàíèÿ ïðåïàðà-

òà (ðèñ. 1). 

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè äëÿ ðàñòâîðîâ ñòàí-

äàðòà ýíäîòîêñèíà âñåõ ÷åòûð¸õ êîíöåíòðàöèé íå

ïðåâûøàë 10%, à àáñîëþòíîå çíà÷åíèå êîýôôè-

öèåíòà êîððåëÿöèè äèàïàçîíà êîíöåíòðàöèé ýí-

äîòîêñèíà ñîñòàâëÿëî 0,9940 (ðèñ. 2), ÷òî ñâèäå-

òåëüñòâîâàëî î ëèíåéíîñòè ñòàíäàðòíîé êðèâîé. 

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñîäåðæàíèå ÁÝ â ïðåïàðàòå

«Öåôòðèàêñîí» ñîñòàâèëî ìåíåå 0,2 ÅÝ/ìë, ïðè

ýòîì ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ âíåñ¸ííîãî ïîëîæè-

òåëüíîãî êîíòðîëÿ áûëà 108% (ðèñ. 3).

Ðåçóëüòàòû ïðîâåä¸ííûõ èñïûòàíèé ïîäòâåð-

äèëè âîñïðîèçâîäèìîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü ìåòî-

äèê ËÀË-òåñòà. 

Â ãåëü-òðîìá òåñòå ñðåäíåå ãåîìåòðè÷åñêîå êîí-

öåíòðàöèè ýíäîòîêñèíà ñîñòàâèëî λ=0,0357 ÅÝ/ìë

è ìåíåå ÷åì â äâà ðàçà îòëè÷àëîñü îò çàÿâëåííîé âå-

ëè÷èíû ÷óâñòâèòåëüíîñòè ËÀË-ðåàêòèâà (λ=0,03

ÅÝ/ìë). Â îòðèöàòåëüíîì êîíòðîëå âîäû äëÿ ËÀË-

òåñòà áûëî çàôèêñèðîâàíî îòñóòñòâèå ãåëÿ. 

Ïàðàìåòðû êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé êèíåòè÷å-

ñêîãî îïûòà ñîîòâåòñòâîâàëè âàëèäàöèîííûì

òðåáîâàíèÿì (CV�10% è r>0,98): çíà÷åíèÿ êîýô-

ôèöèåíòà âàðèàöèè äëÿ âñåõ èñïîëüçóåìûõ â

îïûòå ðàñòâîðîâ ÊÑÝ (5 ÅÝ/ìë, 0,5 ÅÝ/ìë, 0,05

ÅÝ/ìë, 0,005 ÅÝ/ìë) ñîñòàâëÿëè 1,27%, 0,18%,

0,38%, 0,03%, ñîîòâåòñòâåííî, à çíà÷åíèå êîýô-

ôèöèåíòà êîððåëÿöèè r=0,9940. Ñîäåðæàíèå ÁÝ,

ïîëó÷åííîå â îòðèöàòåëüíîì êîíòðîëå âîäû äëÿ

ËÀË-òåñòà, íå ïðåâûøàëî ïðåäåëüíîå çíà÷åíèå,

ñîîòâåòñòâóþùåå ÷óâñòâèòåëüíîñòè èñïîëüçóåìî-

ãî ËÀË-ðåàêòèâà è ñîñòàâèëî ìåíåå 0,005 ÅÝ/ìë.

Ñëåäîâàòåëüíî, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû îäíîâðå-

ìåííî ïîäòâåðäèëè êàê ïðèãîäíîñòü ðåàêòèâîâ è

óñëîâèé äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçîâ, òàê è êâàëè-

ôèêàöèþ ñîòðóäíèêîâ.
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Рис. 2. Результаты опыта «Подтверждение заявленной линейности калибровочной кривой с помощью кине�

тического хромогенного теста»

Рис. 3. Результаты опыта «Мешающие факторы» с раствором препарата «Цефтриаксон» с помощью кинети�

ческого хромогенного теста



Â îïûòàõ ãåëü-òðîìá òåñòà äëÿ ïðåïàðàòà

«Öåôòðèàêñîí» âàëèäèðîâàíî ðàçâåäåíèå îñíîâ-

íîãî ðàñòâîðà 1:160 ñ êîíöåíòðàöèåé 100 ìã/ìë,

êîòîðîå ìîæåò ñëóæèòü ðàáî÷èì è èñïîëüçîâàòü-

ñÿ ïðè ðóòèííîì îïðåäåëåíèè ïîêàçàòåëÿ «Áàêòå-

ðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû». Óñòàíîâëåíî, ÷òî äëÿ

äàííîãî ðàçâåäåíèÿ êîððåêöèè ðÍ íå òðåáóåòñÿ.

Â îïûòàõ ñ ïîìîùüþ êèíåòè÷åñêîé õðîìîãåí-

íîé ìåòîäèêè ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü îïðåäåëå-

íèÿ ñîäåðæàíèÿ ÁÝ â ïðåïàðàòå «Öåôòðèàêñîí» â

ðàáî÷åì ðàçâåäåíèè 1:160. Ýòî ïîäòâåðæäåíî ýêñ-

ïåðèìåíòàëüíûìè äàííûìè âàëèäàöèîííîãî èñ-

ïûòàíèÿ: òî÷íîñòü îïðåäåëåíèÿ ÁÝ â èñïûòóå-

ìîì îáðàçöå ÑV<20%, à ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ ýí-

äîòîêñèíà, äîáàâëåííîãî ê ðàñòâîðó ïîëîæèòåëü-

íîãî êîíòðîëÿ ïðåïàðàòà «Öåôòðèàêñîí» ñîñòàâ-

ëÿëà 108%, ÷òî óêëàäûâàåòñÿ â òðåáóåìûé äèàïà-

çîí (RSD 50—200%).

Çàêëþ÷åíèå
Ïðîâåä¸ííûå âàëèäàöèîííûå ïðîöåäóðû

ñâèäåòåëüñòâóþò î âîçìîæíîñòè îïðåäåëåíèÿ ÁÝ

â ïðåïàðàòå «Öåôòðèàêñîí» ñ ïîìîùüþ òåñòîâ

ãåëü-òðîìá è êèíåòè÷åñêîãî õðîìîãåííîãî. Ïî-

êàçàíî, ÷òî äîñòîâåðíóþ îöåíêó íàëè÷èÿ ÁÝ äî-

ïóñòèìî îñóùåñòâëÿòü ñ ïîìîùüþ ëþáûõ âûøå-

óêàçàííûõ ìåòîäèê â âàëèäèðîâàííîì ðàçâåäå-

íèè 1:160, ïðè êîòîðîì âñå êðèòåðèè ïðèåìëåìî-

ñòè ñîîòâåòñòâóþò çàÿâëåííûì íîðìàì.

Îäíàêî íåîáõîäèìî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî äàí-

íûå, ïîëó÷åííûå â òåñòå ãåëü-òðîìá, ôèêñèðîâà-

ëè è îöåíèâàëè âèçóàëüíî, òîãäà êàê ïðè èñïîëü-

çîâàíèè õðîìîãåííîãî êèíåòè÷åñêîãî òåñòà ñ ïî-

ìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ ñîçäàâàëè

ïðîòîêîëû èñïûòàíèé, â êîòîðûõ îòðàæåíû ðå-

çóëüòàòû âàëèäàöèîííûõ ïðîöåäóð.

Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåä¸ííûå

íà ïðèìåðå ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà «Öåôòðè-

àêñîí», äîêàçàëè âîçìîæíîñòü âçàèìîçàìåíÿåìî-

ñòè ìåòîäèê îïðåäåëåíèÿ ÁÝ, ÷òî ïîäòâåðæäåíî

íåîáõîäèìûìè âàëèäàöèîííûìè ïðîöåäóðàìè.
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