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Резюме. Рассмотрена проблема определения бактериальных эндотоксинов в препаратах альбумина человека. Для по-
вышения безопасности препаратов рекомендован вариант двойного контроля, включающий биологический контроль на 
кроликах, а также определение бактериальных эндотоксинов методом ЛАЛ-теста. Описаны причины, обосновывающие 
необходимость двойного контроля препаратов альбумина человека на содержание пирогенов и бактериальных эндоток-
синов, основной из которых является особая природа молекулы альбумина, обратимо связывающая большое количество 
соединений, в том числе эндотоксины. Изложены известные причины ложноположительных и ложноотрицательных ре-
акций ЛАЛ-теста, а также универсальный вариант пробоподготовки, включающий разведение, температурную обработку 
и использование специальных диспергирующих агентов.
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PECULIARITIES OF CONTROL OF HUMAN ALBUMIN DRUGS ON THE CONTENT OF BACTERIAL ENDOTOXINS 
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Abstract. The problem was considered to determine bacterial endotoxins in human albumin drugs. To improve the safety of medicines 
the option of dual control was recommended, which includes the rabbit pyrogen test and determining bacterial endotoxins by the LAL-
test. The causes described justify the need for dual control of albumin drugs on the content of the pyrogens/bacterial endotoxins, the 
main of which is the special nature of the albumin molecule reversibly binding a large number of compounds, including endotoxins. 
There were given known causes of false-positive and false-negative reactions of the LAL-test, and sample preparation variant including 
dilution, temperature treatment and the use of special dispersing agents.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди препаратов плазмы крови, приме-

няемых в клинической практике, первое место 
по частоте и объему трансфузий принадлежит 
человеческому альбумину. Главная и перво-
степенная задача производителей препаратов 
альбумина человека состоит в том, чтобы обес- 
печить максимальное отсутствие побочных ре-
акций, среди которых пирогенные занимают 
лидирующее место по частоте и тяжести [1–3]. 
Пирогены/эндотоксины ответственны за разви-
тие лихорадочных и гемолитических реакций, 
острой почечной недостаточности, шока, приво-
дящих в некоторых случаях даже к летальному  
исходу. 

Известно, что альбумин может связывать-
ся с эндотоксинами, делая их при этом недо-
ступными для определения с помощью ЛАЛ-

теста [4, 5]. В связи с тем, что данное связывание 
носит обратимый характер, содержание бак-
териальных эндотоксинов (БЭ) в препаратах 
альбумина человека при хранении может повы-
шаться, что несет очевидную угрозу здоровью и 
жизни пациентов. По этой причине за рубежом 
все препараты альбумина при выпуске подвер-
гаются двойному контролю на содержание бак-
териальных эндотоксинов и пирогенов, что поз- 
воляет снизить риск повышения БЭ во время 
хранения. В то же время самый простой вариант 
ЛАЛ-теста, полуколичественный гель-тромб-тест, 
может не показывать достоверного содержания 
БЭ в препаратах, при этом могут иметь место как 
ложноположительные, так и ложноотрицатель-
ные реакции. В связи с этим, учитывая высокую 
актуальность данного вопроса для инфузионных 
препаратов, особенно для препаратов из плазмы 
крови, остановимся подробнее на некоторых 
нюансах контроля БЭ. 
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Препараты альбумина человека, как и все препа-
раты плазмы крови, должны контролироваться на со-
держание БЭ с помощью количественных валидиро-
ванных методов, дающих достоверные результаты, тем 
более что содержание БЭ относится к показателю без-
опасности. Для России этот вопрос остается пока от-
крытым, так как основным методом контроля пироген-
ности остается биологический тест на кроликах. 

КОНТРОЛЬ  
НА БАКТЕРИАЛЬНЫЕ 
ЭНДОТОКСИНЫ 

Основным методом контроля пирогенности дол-
гое время являлся биологический тест на кроликах, 
который позволял контролировать только готовые 
препараты. Сущность данного метода заключается во 
внутривенном введении трем кроликам стерильно-
го раствора и фиксировании изменения температуры. 
При повышении температуры кроликов выше допус- 
тимой нормы препарат считается пирогенным [6, 7]. 
Впервые биологический метод контроля пирогености 
на кроликах вошел в Фармакопею США XII издания в 
1942 г. [8].

С 1970 по 1974 гг. двенадцатью основными про-
изводителями ЧСА в США было получено 219 рекла-
мационных писем о пирогенных реакциях, вызван-
ных инфузиями 25% растворов альбумина человека. 
Все препараты прошли биологический контроль на 
кроликах как на момент выпуска, так и на момент от-
зыва и могли считаться апирогенными [3]. Эти слу-
чаи, вероятно, послужили основанием к проведению 
масштабных исследований по изучению природы пи-
рогенов/эндотоксинов в фармацевтических препара-
тах, разработки методов их определения и способов 
удаления.

Ранее было установлено, что в патогенезе пиро-
генной реакции ключевую роль играют эндотоксины 
(липополисахариды) [9], которые являются составной 
частью мембранной оболочки грамотрицательных 
бактерий. По своему химическому строению эндо-
токсины являются гетерополимерами, которые вклю-
чают липидные и полисахаридные фрагменты. Хотя 
сами по себе эндотоксины не являются токсичными 
веществами, однако их попадание в организм акти-
вирует отдельные звенья иммунной системы, в ос-
новном процесс идет через активацию моноцитов и 
макрофагов, что приводит к высвобождению целого 
ряда медиаторов воспаления, таких как фактор нек- 
роза опухоли, интерлейкины (особенно ИЛ-6 и ИЛ-1), 
и других агентов. Развитие каскадной противовоспа-
лительной реакции, сопровождающейся повышени-
ем температуры и лихорадкой (так называемый эн-
дотоксический шок), может привести к летальному 
исходу [10, 11]. 

РАЗРАБОТКА  
И ВНЕДРЕНИЕ ЛАЛ-ТЕСТА

Разработка метода определения БЭ была основа-
на исследовании того факта, что заражение мечехвос- 
та Лимулус (Limulus polyphemus), вызванное грамо-
трицательными бактериями, приводит к обширному 
внутрисосудистому гемолимфоидному гелеобразо-
ванию, что ведет к смерти членистоногого [12]. По-
следующие работы [13, 14] показали, что такая внут- 
риклеточная коагуляция вызвана реакцией между 
эндотоксином и коагулирующим белком в амебоци-
тах, циркулирующих в гемолимфе мечехвоста. Дан-
ный принцип в дальнейшем лег в основу коммерчес- 
ких препаратов для определения эндотоксинов in 
vitro [15]. Поскольку первые исследования проводи-
лись на мечехвостах вида Limulus polyphemus, пре-
парат, полученный из их крови, был назван лизатом 
амебоцитов Лимулус или сокращенно ЛАЛ-реактив, 
анализ получил название ЛАЛ-тест [16]. В 1977 г. этот 
тест был принят и рекомендован United States Food 
and Drug Administration (FDA) и Федеральным регист- 
ром США (42FR 57749) как стандартный метод опреде-
ления БЭ [17]. К 1983 г. в руководстве FDA было указа-
но, что ЛАЛ-тест может использоваться для контроля 
эндотоксинов в готовой лекарственной продукции. 
Эти тесты были описаны в серии проектов и руко-
водствах, одним из которых являлось руководство 
FDA по валидации ЛАЛ-теста в качестве теста на эндо- 
токсины готовых парентеральных препаратов ме-
дицинского и ветеринарного назначения, биологи-
ческих продуктов, медицинского оборудования [18]. 
FDA подтвердило, что опубликованные документы 
United States Pharmacopeia (USP) и Association for the 
Advancement of Medical Instrumentation (AAMI), описы-
вающие методы и способы расчета пирогена, а также 
допустимые концентрации эндотоксинов, обеспечива-
ют производителей препаратов всей необходимой ин-
формацией как на стадиях производства, так и на эта-
пах контроля [19–21].

В дальнейшем данный подход позволил осущест- 
вить внедрение ЛАЛ-теста для постадийного контро-
ля производственного процесса, что помогло устано-
вить фактическую пирогенность 45% коммерческих 
серий препарата альбумина человека, считавшихся 
апирогенными по биологическому тесту на кроликах, 
а также провести контроль содержания БЭ в процессе 
производства с выявлением стадий и материалов, от-
ветственных за их внесение.

ВАРИАНТЫ МЕТОДА ЛАЛ-ТЕСТА
Для качественного и количественного определе-

ния содержания эндотоксинов разработаны три прин-
ципиально отличающихся между собой варианта ЛАЛ-
теста [19, 21–23]: 

СЕКЦИЯ:   Контроль качества биопрепаратов
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•	 гель-тромб-тест, в котором результаты оцени-
ваются визуально по образованию устойчивого 
геля; 

•	 турбидиметрический метод – с инструменталь-
ной оценкой результатов по образованию помут-
нения реакционной смеси; 

•	 хромогенный метод – с инструментальной оцен-
кой результатов по образованию окрашивания, 
возникающего в результате введения в реакци-
онную смесь хромогенного субстрата взамен 
коагулогена.

Гель-тромб-тест – это самый простой вариант 
ЛАЛ-теста и требует минимального лабораторного 
оборудования. Положительным результатом считает-
ся образование твердого гель-тромба на дне реакци-
онной пробирки, который остается без изменений при 
переворачивании (выдерживает переворачивание без 
разрушения). Концентрацию эндотоксинов в испыту-
емом образце можно определить как самое высокое 
полученное разведение, при котором еще наблюдает-
ся коагуляция, умноженное на чувствительность ЛАЛ-
реактива [24, 25]. 

Турбидиметрический метод может проводиться 
в двух вариантах: по конечной точке и кинетический. 
Этот тест основан на измерении степени мутности, 
развивающейся в образце вследствие осаждения ко-
агулогена из ЛАЛ-реактива при увеличении концен-
трации эндотоксина. Реактив для этого теста содержит 
коагулоген в количестве, достаточном для образова-
ния мутного раствора, но недостаточном для образо-
вания твердого геля при действии на лизат эндоток-
сина [16]. В варианте турбидиметрического метода по 
конечной точке после необходимого времени инкуби-
рования (обычно 1 ч) проводится измерение оптичес- 
кой плотности (ОП) разведений испытуемого образца 
(при 405  нм), которая коррелирует с концентрацией 
эндотоксина по калибровочной кривой, построенной 
с использованием разведений стандартного образца 
эндотоксина [24, 26]. Чем выше концентрация эндоток-
синов в образце, тем больше абсорбция при фотоме-
трическом измерении. В данном случае количествен-
но определяется только та концентрация эндотоксина, 
которая может вызывать появление измеримой мут-
ности в течение инкубирования. 

В отличие от первого варианта в кинетическом 
турбидиметрическом методе измерение ОП проис-
ходит в течение всего времени инкубирования через 
одинаковые промежутки времени. Чем выше кон-
центрация эндотоксина в образце, тем быстрее будет 
протекать реакция и тем меньше времени потребует-
ся для достижения предельной ОП. 

В 1977 г. Nakamura с соавторами  [27] обнаружил, 
что активированный эндотоксином ЛАЛ-реактив мо-

жет также отщеплять небольшие хромогенные пепти-
ды примерно в тех же местах, что и в коагулогене, этот 
принцип в дальнейшем и лег в основу хромогенного 
метода ЛАЛ-теста. Коагулирующий фермент, активи-
рованный в каскаде реакций, отщепляет хромофор – 
п-нитроанилин (ПНА) от хромогенного субстрата, 
вызывая при этом желтое окрашивание. После необ-
ходимого времени инкубирования (обычно 1 ч) коли-
чество высвобожденного ПНА, которое измеряется 
фотометрически (при 405 нм), пропорционально коли-
честву эндотоксинов в образце. Чем выше концентра-
ция эндотоксинов, тем быстрее протекает реакция и 
образуется желтое окрашивание [28, 29].

Хромогенный метод ЛАЛ-теста существует в трех 
вариантах: первые два – по конечной точке, а тре-
тий  – кинетический [30]. В обоих вариантах метода 
по конечной точке вышеописанная реакция останав-
ливается после определенного времени инкубиро-
вания путем добавления кислоты, после чего про-
исходит фотометрическое измерение ОП смеси. В 
первом варианте метода по конечной точке комп- 
лекс «пептид – ПНА» используется только как источ-
ник окрашивания. Во втором варианте, называемом 
диазохромогенный метод ЛАЛ-теста, высвобождае-
мый ПНА присоединяется к диазосоединению. Когда 
реакция останавливается, итоговая смесь становит-
ся ярко-красного цвета и ее оптическая плотность 
измеряется на более высокой длине волны – 540 нм. 
Чем выше концентрация эндотоксинов в образце, тем 
больше ПНА высвобождается из пептида и тем бо-
лее насыщенный желтый или ярко-красный цвет бу-
дет у финальной смеси. Концентрация эндотоксинов 
в анализируемом образце традиционно находится по 
калибровочной кривой, построенной относительно 
стандарта эндотоксина.

Наиболее сложная модификация ЛАЛ-теста – это 
кинетический хромогенный вариант. Главный принцип 
этого теста очень похож на описанный выше, то есть 
активированный фермент катализирует отщепление 
ПНА от бесцветного субстрата, вызывая при этом по-
явление желтого окрашивания. Однако фотометриче-
ское измерение проводится непрерывно, в течение 
всего периода инкубирования (обычно 50–60 мин) 
через постоянные интервалы времени (например, 
30 с). Время, прошедшее до появления желтого окра-
шивания (время реакции), обратно пропорциональ-
но количеству присутствующих эндотоксинов в ана-
лизируемом образце. В случае присутствия большого 
количества эндотоксинов реакция протекает мгновен-
но. Если содержание эндотоксинов в образце низкое, 
время реакции становится достаточно продолжитель-
ным. Расчет концентрации эндотоксинов в образце ос-
нован на компьютерном анализе скорости этих изме-
нений [31].

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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В статье «Бактериальные эндотоксины», приня-
той Европейской Фармакопеей [32], фармакопеями 
США  [19], Японии [33], Китая [34], Российской Федера-
ции [35], разрешается проведение анализа шестью 
различными методами ЛАЛ-теста (таблица 1): 

a)	 качественным гель-тромб-тестом; 

b)	 полуколичественным гель-тромб-тестом; 

c)	 количественным кинетическим турбидиметри-
ческим тестом; 

d)	 количественным кинетическим хромогенным 
тестом; 

e)	 количественным хромогенным тестом по конеч-
ной точке; 

f)	 количественным турбодиметрическим тестом по 
конечной точке.

Согласно данным, представленным M.E.  Daw-
son [24] (таблица 1), наиболее чувствительным вариан-
том ЛАЛ-теста является турбидиметрический метод. 
Более широкий рабочий диапазон имеет кинетичес- 
кий метод по сравнению с тестом по конечной точке, 
что позволяет проводить анализ без дополнительных 
разведений. Переход от гель-тромб-теста к турбиди-
метрическому или хромогенному варианту повышает 
разрешающую способность метода как минимум в 4 
раза (с 200 до 50%).

Нормативные документы [18, 36, 37–39] в основ-
ном предъявляют близкие требования по содержанию 
БЭ в препаратах альбумина человека и парентераль-
ных препаратах в целом (таблица 2). 

Таблица 2.

Нормативные требования к содержанию БЭ  
в препаратах альбумина человека

 Метод

Ссылка на 
нормативный документ

ЛАЛ-тест

Белок, г/л
Содержание 

БЭ, ЕЭ/мл

ФС.3.3.2.0006.15 «Альбумин 
человека», ГФ XIII [36]

50 0,5

100–200 1,3

250 1,7

Европейская Фармакопея [37]

не более 50 менее 0,5

50–200 менее 1,3

200–250 менее 1,7

Китайская Фармакопея [38] 

50 0,50

100 0,83

200 1,67

250 2,08

Требования Японии [39] 50 и 200–250 менее 0,6

Руководство по валидации  
FDA [18]

50 0,50

200 1,33

250 1,67

В китайской ФС [38] предъявляются более мягкие 
требования по содержанию БЭ (2,08 ЕЭ/мл) для 25% 
раствора альбумина человека по сравнению с требо-
ваниями ГФ XIII [36], EФ [37] и FDA [18], однако для 10% 
раствора альбумина содержание БЭ должно быть не 
выше 0,83 ЕЭ/мл, тогда как в других, перечисленных 
выше, нормативных документах допустимым содер-
жанием является 1,3 ЕЭ/мл. Минимальные требования 
к биологическим продуктам Японии [39] устанавлива-
ют наиболее жесткие нормативы содержания БЭ для 
всех выпускаемых концентраций препарата альбуми-
на человека – 0,6 ЕЭ/мл, в связи с этим можно предпо-
ложить, что препараты альбумина человека японского 
производства являются более безопасными по содер-
жанию БЭ во всех выпускаемых концентрациях.

ПРЕИМУЩЕСТВА  
И НЕДОСТАТКИ ЛАЛ-ТЕСТА  
ПО СРАВНЕНИЮ  
С БИОЛОГИЧЕСКИМ ТЕСТОМ  
НА КРОЛИКАХ 

На сегодняшний день ЛАЛ-тест узаконен многи-
ми фармакопеями [19, 32–35] и является альтернатив-
ным методом контроля пирогенности. По сравнению 
с биологическим тестом на кроликах ЛАЛ-тест отли-
чается более высокой чувствительностью (в 10–100 
раз), специфичностью и правильностью, кроме того, 
он считается более экономичным и менее вариабель-
ным, детектирует субпирогенные дозы эндотоксинов, 
для проведения контроля достаточно небольшого ко-
личества образца. Однако метод контроля пироген-
ности на кроликах является более универсальным в 
связи с тем, что позволяет выявить пирогенные реак-
ции не только на грамотрицательные бактерии, но и 
на грамположительные, а также на микобактерии, гри-
бы, вирусы и пр. Несмотря на это, значимым недостат-
ком контроля пирогенности на кроликах является в 
10 раз более высокая чувствительность людей к пиро-
генам по сравнению с кроликами [40, 41], а также из-
вестные случаи толерантности отдельных кроликов к 
пирогенам [42], что может создавать очевидный риск 
пирогенных реакций для пациентов. Помимо этого,  
эндотоксины могут находиться в связанном состоянии 
с альбумином, что приводит к их маскировке и невы-
явлению. В связи с этим отдельный контроль на содер-
жание эндотоксинов/пирогенов либо тестом на кро-
ликах, либо ЛАЛ-тестом не позволит гарантировать 
полную безопасность препаратов альбумина чело-
века  [8], поэтому многие ведущие производители, ос-
новываясь на регламентирующих нормативных доку-
ментах [43, 44], осуществляют параллельный контроль 
двумя методами. 

Согласно документу European Directorate for the 
Quality of Medicines and Healthсare (EDQM) [45] в об-
щей монографии для всех препаратов плазмы крови 
рекомендован двойной контроль на пирогенность и  

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля



1052018 № 2 (23)       www.pharmjournal.ru      

эндотоксины. В минимальных требованиях Японии [39] 
приоритетным методом является тест на эндотокси-
ны, тест на пирогенность проводится только в том слу-
чае, когда содержание БЭ превышает установленный 
критерий 0,6 ЕЭ/мл. Для повышения безопасности по 
показателю «пирогенность» один из лидеров произ-
водства препаратов плазмы крови, фирма Baxter  [42], 
отдает предпочтение ЛАЛ-тесту: частота конт- 
роля ЛАЛ-тестом (143  196) в 5 раз превышает частоту 
проведения теста на кроликах (28 410). 

В официальном руководстве Евросоюза по по-
лучению разрешения на реализацию серии препара-
та альбумина человека [44] приводится следующий  
алгоритм контроля: для промежуточной проверки 
полуфабриката проводится тест на кроликах, а для 
официального выпуска серии осуществляется обя-
зательный параллельный контроль как на кроликах, 
так и с помощью ЛАЛ-теста. Интересен комментарий 
European Medicines Agency (ЕМЕА) [46]: при наличии 
противоречивых результатов параллельных тестов – 
на эндотоксины и пирогены – серии препарата не мо-
гут быть выпущены. В монографии Европейской Фар-
макопеи № 0255 на препарат альбумина человека [37] 
говорится о приоритетности ЛАЛ-теста только при 
условии, что все пирогенные субстанции являются  
эндотоксинами, а также получены положительные ре-
зультаты валидации метода. В случае отрицательных 
результатов валидации приоритет отдается тесту на 
кроликах. При проведении валидации ЛАЛ-теста не-
обходимо применять индивидуальный подход, учиты-
вающий возможность влияния цветности и мутности 
на результаты хромогенного и турбидиметрического 
методов [18, 47, 48]. 

ЛОЖНОПОЛОЖИТЕЛЬНЫЕ  
И ЛОЖНООТРИЦАТЕЛЬНЫЕ  
РЕАКЦИИ ЛАЛ-ТЕСТА

Несмотря на большой успех в разработке коли-
чественных методов определения бактериальных эн-
дотоксинов как в готовом препарате альбумина че-
ловека, так и на стадиях технологического процесса, 
известны определенные трудности с получением дос- 
товерных результатов, связанные с ложноположитель-
ными и ложноотрицательными реакциями [49–52]. 

Каждая молекула эндотоксина состоит из длин-
ной цепочки гидрофильного сахара, цепочки гидро-
фобной жирной кислоты и отрицательно заряженной 
фосфатной группы, в связи с чем эндотоксины связы-
ваются с белками, характеризующимися большим раз-
нообразием. Это связывание изменяет мицеллярную 
и/или агрегированную структуру, что отражается на 
изменении активности. H.D Hochstein с соавторами и 
R.C. Skames с соавторами [50, 52] подтверждают су-
ществование явления связывания эндотоксинов и мас- 

кировки компонентов, которые могут присутство-
вать в плазме и ее дериватах. Считается, что липид-
ные участки (липид А) молекул эндотоксина, которые 
являются чувствительными к ЛАЛ-активации, могут 
становиться ассоциированными, что приводит к не-
возможности активирования ЛАЛ-реактива. В пункте 
4 официального документа ЕМЕА [53] сообщается об 
обратимом связывании эндотоксина с альбумином, 
о возможности отсоединения эндотоксина в любой 
момент времени и его переходе в свободную форму 
из-за снижения сорбционной функции альбумина во 
время хранения. Из всех препаратов данный факт ха-
рактерен только для препаратов альбумина в связи с 
тем, что молекула альбумина состоит из гомологич-
ных доменов, два из которых имеют открытый гидро-
фобный «карман», посредством которого идет связы-
вание с липидной частью молекулы эндотоксина [54]. 
Переход связанного эндотоксина в свободную форму 
может вызывать появление пирогенной реакции, не-
смотря на то, что ранее препарат был апирогенным. 
Альбумин  – единственная в своем роде молекула, с 
которой связывается до 97–99% любых соединений.  
Поэтому специальная пробоподготовка, предшеству-
ющая самому определению эндотоксинов в препарате 
альбумина, очень важна и должна обеспечивать пол-
ный переход эндотоксинов в свободную форму. 

Существует несколько факторов, которые могут 
вызывать не ложноотрицательные, а ложноположи-
тельные реакции при постановке ЛАЛ-теста, напри-
мер, такими факторами являются сами препараты 
крови и полинуклеотиды [55]. Другим важным ис-
точником ложноположительных реакций являются 
β-1,3-глюканы из грибов, дрожжей (при несоблюде-
нии правил надлежащей производственной практи-
ки), целлюлозных материалов. Эти вещества содержат 
полимеры глюкозы с различной молекулярной мас-
сой, связанные главным образом посредством β-1,3-
глюкозидных связей. Если присутствует значительное 
количество β-1,3-глюканов определенного размер-
ного класса, это может привести к появлению ЛАЛ-
реакции, не связанной с присутствием бактериальных 
эндотоксинов [56, 57].

Исследования, проведенные Гематологическим 
научным центром Министерства здравоохранения Рос-
сийской Федерации (г. Москва, А.В. Карякин), подтверж-
дают присутствие β-1,3-глюканов грибов в отечествен-
ных препаратах альбумина человека [58]. Однако в 
зарубежных аналогах данные примеси обнаружены не 
были, что обусловлено соблюдением правил надлежа-
щей производственной практики (Good Manufacturing 
Practice, GMP). В связи с этим для контроля отечест- 
венных препаратов альбумина человека требует-
ся использование специфичных тест-систем, учиты-
вающих влияние β-1,3-глюканов, во избежание по-
лучения завышенных результатов. При отсутствии 
высокоспецифичных ЛАЛ-тестов рекомендуется ис-
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пользование β-блокаторов (например, β-G-Blocker 
фирмы Lonza)  [59] или специальных буферов (напри-
мер, Glucashield® фирмы Associates of Cape Cod)  [4]. 
β-блокатор блокирует чувствительный к глюканам 
мостик G в ЛАЛ-реактиве, делая его более специфич-
ным к эндотоксинам. Его использование рекомен-
дуется в случаях ожидаемой и/или подтвержденной 
контаминации β-1,3-глюканами, а также при условии 
отрицательного ответа, полученного при анализе кон-
центрированного образца, и положительного ответа 
при повышении степени разведения и, возможно, от-
рицательного ответа в наибольшем разведении. 

ОСОБЕННОСТИ  
ПРОБОПОДГОТОВКИ  
ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ БЭ

В качестве пробоподготовки при определении 
эндотоксинов в белковых растворах методом ЛАЛ-
теста для удаления эндотоксина из белка предлагает-
ся множество методов, однако в РФ официально ут-
вержденных методик или стандартных операционных 
процедур для препаратов плазмы крови пока не суще-
ствует. В доступной литературе предлагается обработ-
ка перхлорной кислотой [60], фенольная экстракция 
[61], метод разведения-нагревания  [62]. Однако обыч-
ные методы – обработка солями, детергентами [63, 64], 
ультрафильтрация, температурная обработка – часто 
оказываются неэффективными либо требуют разве-
дения в 106 раз [5], что является неприемлемым для 
гель-тромб-теста. При использовании принципа раз-
ведения пробы до нивелирования усиливающего или 
ингибирующего эффекта мешающих соединений про-
исходит значительное снижение чувствительности 
метода, так как может понадобиться высокая степень 
разведения, превышающая предел чувствительности 
ЛАЛ-реактива. Так, по данным Laurie Fife [65], только 
концентрация альбумина менее 0,1% не интерфериру-
ет с определением эндотоксинов, что требует разведе-
ния 20% раствора альбумина человека как минимум 
в 200 раз, 10% – в 100 раз, 5%  – в 50 раз и использо-
вания высокочувствительных турбидиметрических и 
хромогенных методов ЛАЛ-теста. Так, с учетом чувст- 
вительности обычно используемого гель-тромб-теста 
(0,03 ЕЭ/мл) и предельного содержания БЭ в препара-
тах альбумина человека, согласно ЕФ и ГФ XIII (для 5% 
раствора альбумина – менее 0,5 ЕЭ/мл, для 10% – ме-
нее 1,3 ЕЭ/мл, 20 и 25% – менее 1,7 ЕЭ/мл) [36, 37] не-
обходимые максимально допустимые разведения со-
ставят соответственно 16,7; 43,3; 56,7, что, к сожалению, 
не удовлетворяет необходимым вышеприведенным 
уровням разведений для снижения влияния мешаю-
щих соединений. 

По этой причине гель-тромб-тест не может быть 
использован для контроля БЭ в препаратах альбумина, 
во-первых, из-за низкой чувствительности метода, а 
во-вторых, из-за полуколичественной оценки резуль-

татов и невозможности проведения валидации мето-
да в качестве количественного теста. Выходом из соз-
давшейся ситуации является использование только 
количественных, более высокочувствительных хро-
могенных или турбидиметрических методов опреде-
ления эндотоксинов по конечной точке или кинети-
ческих. Широкий линейный диапазон данных методов 
(определяется как отношение максимальной точки ли-
нейного диапазона к минимальной и составляет, сог- 
ласно данным, приведенным в таблице 1, от 103 до 
105, является безразмерной величиной, так как max  
ЕЭ/мл / min ЕЭ/мл в отличие от гель-тромб-теста поз- 
воляет провести валидацию метода при необходи-
мых разведениях препарата альбумина, исключаю-
щих влияние мешающих соединений [66]. Поэтому 
на сегодняшний день фирмой Baxter 55% всех ЛАЛ-
тестирований осуществляется кинетическим методом 
(не гель-тромб-тестом), который дает как минимум в 2 
раза меньшую величину отклонений по сравнению с 
гель-тромб-тестом [42]. 

Однако при определении содержания эндоток-
синов в растворе альбумина, сыворотке или плазме 
крови хромогенным методом на измерение поглоще-
ния при 405 нм может оказывать влияние желтый цвет 
анализируемого образца. В этом случае рекомендует-
ся методом диазотирования перевести высвобожден-
ный хромофор ПНА в азокраситель красного цвета, 
что позволит повысить чувствительность метода при-
мерно в 2 раза [16], или использовать турбидиметри-
ческий метод. 

Для устранения эффекта ингибирования и пе-
ревода связанных эндотоксинов в свободную фор-
му, а также для удаления мешающего влияния белков 
и пептидов рекомендуется использовать специаль-
ные диспергирующие агенты. Так, фирма Lonza на эта-
пе пробоподготовки предлагает использовать диссо-
циирующие агенты как других фирм (BioDtech, Inc.’s 
EndoPrep™) [5], так и своего производства (Pyrosperse™, 
Dispersing Agent) [67]. Pyrosperse™ Dispersing Agent 
представляет собой свободный от эндотоксинов 
раствор металломодифицированного полиэлектро-
лита, относящегося к группе металломодифицирован-
ных полианионных диспергирующих веществ. Его при-
менение рекомендуется для препаратов, в которых 
причиной ингибирования является связывание эндо-
токсинов или присутствие маскирующих компонен-
тов. На сегодняшний день Pyrosperse™ Dispersing Agent 
с успехом применяется для ЛАЛ-тестирования таких 
препаратов, как человеческий сывороточный альбу-
мин 5 и 25%, фракция белков плазмы, растворы элект- 
ролитов, антигемофильный фактор, липидные эмуль-
сии и др. Диспергирующий реагент добавляется к 
тестируемым образцам до самого ЛАЛ-тестирования. 
Его концентрация подбирается индивидуально, по-
средством экспериментов. Однако проведенные ис-
следования показали, что концентрации Pyrosperse™ 
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Dispersing Agent, превышающие или эквивалент-
ные 1/2,5 (объем/объем), не являются эффективными.  
Поэтому рекомендуется добавлять его таким образом, 
чтобы финальная концентрация в анализируемом об-
разце составляла 1/50 [67]. 

Известно, что наибольшие сложности возника-
ют при определении бактериальных эндотоксинов в 
крови, плазме или препаратах, полученных из них [16]. 
Однако эту проблему можно решить, проводя специ-
альную пробоподготовку, включающую разведение, 
температурную обработку и воздействие специаль-
ных агентов [68, 69]. 

Так, предлагается проводить следующую про-
боподготовку [69, 70], включающую температурную 
обработку (при 60–65 °С в течение 30 мин или при 
37  °С в течение 60 мин), снижение ионной силы (рН) 
до значения 1–4 (посредством подбора необходимо-
го разведения и ионной силы) и деградацию не се-
риновыми протеазами (к 30 мкл образца добавляет-
ся 270 мкл ESP™-буфера № 1 с кислым значением рН, 
содержащим двухвалентные катионы, и 30 мкл ESP™-
раствора протеаз, далее проводится инкубирование 
при перемешивании на водяной бане при 37 ˚C в те-
чение 30–180  мин). После протеолиза к 50 мкл полу-
ченного раствора добавляется 450 мкл ESP™-буфера 
№ 2 для достижения нейтрального значения рН и 
проводится тестирование. При проведении валида-
ции метода определяется время, необходимое для 
протеолиза по данным электрофореза в полиакрила-
мидном геле (ПААГ), дающее максимальный выход по 
эндотоксинам. 

Сотрудниками фирмы Lonza также разработана 
специальная методика определения содержания БЭ, 
которая может быть использована как для контроля 
как препаратов крови, включая альбумин, так и плаз-
мы крови, сыворотки [68]. В случае контроля плазмы 
должна использоваться плазма после удаления лей-
коцитов и тромбоцитов, путем центрифугирования 
на низких скоростях. Препараты из сыворотки крови, 
цельная кровь после удаления фибриногена, коагу-
лянтов, клеток крови и т.д. могут быть протестирова-
ны тем же способом, что и плазма крови. Процедура 
пробоподготовки образца включает в себя последова-
тельное выполнение нескольких этапов, таких как (1) 
разведение образца плазмы или сыворотки в соотно-
шении 1:10 (но не ниже, чем 1:3, так как образцы могут 
коагулировать при более низких разведениях) с помо-
щью воды для ЛАЛ-теста; (2) инкубирование при 70 °С 
не менее 15 мин (температура и длительность инкуби-
рования могут подбираться индивидуально); (3)  про-
ведение двукратных разведений с помощью воды 
для ЛАЛ-теста первоначально разведенного (в 10 раз) 
и проинкубированного (при 70 °С в течение 15 мин) 
образца.

Некоторые образцы препаратов могут потребо-
вать подбора оптимальных условий – более или ме-
нее длительного инкубирования и/или большей или 
меньшей температуры инкубирования – для получе-
ния достоверного коэффициента восстановления по-
ложительного контроля испытуемого образца (Positive 
Product Control recovery, PPC recovery), степени восста-
новления, отвечающего валидационным критериям 
по правильности и воспроизводимости (отношение 
обнаруживаемого количества эндотоксинов к внесен-
ному в %). Допустимые количественные критерии по 
PPC recovery 50 (75) % приведены в таблице 1 [24]. При-
веденные условия инкубирования (15 мин при 70  °С) 
являются примерными и могут меняться в зависи-
мости от получаемых результатов.

Для самого контроля БЭ в большинстве препа-
ратов крови фирмой Lonza рекомендуется использо-
вать набор Pyrogent-5000, так как при его использо-
вании наблюдается наименьшее влияние мешающих 
факторов и минимальное искажение результатов ана-
лиза. Кинетический набор Kinetic-QCL Assay также мо-
жет быть использован, однако в этом случае потребу-
ется проводить большие разведения для достижения 
подобного коэффициента восстановления положи-
тельного контроля испытуемого образца. Если анали-
зируемый образец содержит антикоагулянт, такой как 
гепарин или ЭДТА, то может потребоваться использо-
вание раствора MgCl2 для преодоления хелатирующе-
го эффекта антикоагулянтов [68]. В этом случае первое 
десятикратное разведение до инкубирования также 
проводится с помощью воды для ЛАЛ-теста, в то время 
как последующие двукратные разведения выполняют-
ся с помощью 10 мМ раствора MgCl2. Само проведе-
ние ЛАЛ-теста осуществляется согласно инструкции к 
набору или нормативной документации, стандартной 
операционной процедуре.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для повышения безопасности и конкурентоспо-

собности отечественных препаратов альбумина чело-
века производителям и контролирующим органам не-
обходимо проводить двойной контроль препаратов 
на пирогены/эндотоксины, а именно осуществлять па-
раллельный контроль пирогенности (in vivo) биологи-
ческим тестом на кроликах и контроль на бактериаль-
ные эндотоксины (in vitro) количественным ЛАЛ-тестом 
(хромогенным или турбидиметрическим) с использо-
ванием специальной пробоподготовки, способствую-
щей переводу связанной формы эндотоксинов в сво-
бодную, доказанной валидационными протоколами. 
Это позволит в максимальной степени снизить риск 
побочных реакций у пациентов, вызванных БЭ/пиро-
генами, а также гарантировать безопасность по БЭ в 
течение всего срока годности не только самих препа-
ратов альбумина человека, но также и лекарственных 
средств, содержащих в своем составе альбумин в ка-
честве стабилизатора. 
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