
Èññëåäîâàíèå ñòðîåíèÿ õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé,

ìåòîäû àíàëèçà è êîíòðîëü ïðîèçâîäñòâà

DOI: 10.30906/0023-1134-2024-58-2-51-55

© Êîëëåêòèâ àâòîðîâ, 2024

Î. Â. Øàïîâàëîâà
1,*

, À. Ä. Òóòíîâà
2
, Í. Ï. Íåóãîäîâà

1
, Ã. À. Ñàïîæíèêîâà

1

ÎÁÇÎÐ ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÎÃÎ ÐÛÍÊÀ ÐÅÀÊÒÈÂÎÂ ÄËß ÎÁÍÀÐÓÆÅÍÈß

ÁÀÊÒÅÐÈÀËÜÍÛÕ ÝÍÄÎÒÎÊÑÈÍÎÂ Â ËÅÊÀÐÑÒÂÅÍÍÛÕ ÑÐÅÄÑÒÂÀÕ

1
“Íàó÷íûé öåíòð ýêñïåðòèçû ñðåäñòâ ìåäèöèíñêîãî ïðèìåíåíèÿ” Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ

Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, Ðîññèÿ, 127051, Ìîñêâà, Ïåòðîâñêèé áóëüâàð, 8, ñòð. 2.
2

ÎÎÎ “Àëüãèìåä”, Ðîññèÿ, 121087, Ìîñêâà, óë. Âàñèëèñû Êîæèíîé, 1, ÄÖ “Ïàðê Ïîáåäû”, ñåêöèÿ 2,

ýò. 10, ïîì. 15.

* e-mail: shapovalova@expmed.ru

Â ñðàâíèòåëüíîì èññëåäîâàíèè ñ ðåàêòèâàìè, ïîëó÷åííûìè èç ãåìîëèìôû àòëàíòè÷å-

ñêîãî è àçèàòñêîãî ìå÷åõâîñòîâ, óñòàíîâëåíà íàäåæíîñòü ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ ïðè

îïðåäåëåíèè áàêòåðèàëüíûõ ýíäîòîêñèíîâ. Îòìå÷åíî, ÷òî ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü

ëèçàòà àì¸áîöèòîâ ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ â îòíîøåíèè ñòàíäàðòà ýíäîòîêñèíà è ïðèðîäíîãî

ýíäîòîêñèíà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû; ëèçàò àì¸áîöèòîâ; ÒÀË-ðåàêòèâ;

ËÀË-ðåàêòèâ.

Ìîíèòîðèíã íàëè÷èÿ ïèðîãåííûõ ïðèìåñåé íåîá-

õîäèì äëÿ ìíîãèõ îòðàñëåé íàðîäíîãî õîçÿéñòâà, òà-

êèõ êàê ôàðìàöåâòè÷åñêàÿ ïðîìûøëåííîñòü, ìåäè-

öèíñêèå èçäåëèÿ, ìåäèöèíà, ïèùåâàÿ ïðîìûøëåí-

íîñòü è ïð.

Áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû (ÁÝ) ÿâëÿþòñÿ îñíîâ-

íûì àãåíòîì, âûçûâàþùèì ïèðîãåííóþ ðåàêöèþ. Â

ôàðìàöåâòè÷åñêîé îòðàñëè íåîáõîäèìî îïðåäåëåíèå

ÁÝ íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ ïðîèçâîäñòâà è, ãëàâíîå, â ãî-

òîâîì ïðîäóêòå. Äëÿ îáíàðóæåíèÿ ÁÝ èñïîëüçóþò ðå-

àêòèâû ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ èëè ñîçäàííûå ñ

ïðèìåíåíèåì òåõíîëîãèè ñèíòåçà ðåêîìáèíàíòíûõ

áåëêîâ. Ðûíîê ðåàêòèâîâ ñåãìåíòèðóåòñÿ ïî ñïîñîáó

ïîëó÷åíèÿ ðåàêòèâîâ, ñîñòàâó ðåàêòèâîâ è ãåîãðàôèè

ïîñòàâîê, à òàêæå ìåòîäó îïðåäåëåíèÿ, äëÿ êîòîðîãî

îíè ïðåäíàçíà÷åíû [1].

Ãîñóäàðñòâåííàÿ ôàðìàêîïåÿ ÐÔ, ÔÅÀÝÑ è äðóãèå

ôàðìàêîïåè ìèðà ïðåäóñìàòðèâàþò èñïîëüçîâàíèå ðå-

àêòèâà, ïðåäñòàâëÿþùåãî ñîáîé ëèçàò àì¸áîöèòîâ, ïî-

ëó÷àåìûé èç ãåìîëèìôû ìå÷åõâîñòîâ. Äëÿ èõ ïðîèç-

âîäñòâà èñïîëüçóþò ìå÷åõâîñòîâ äâóõ âèäîâ —

Limulus (ËÀË-ðåàêòèâ) è Tachypleus (ÒÀË-ðåàêòèâ)

[2 – 5]. Ïîñêîëüêó âèä Limulus îáèòàåò òîëüêî â Ñî-

åäèíåííûõ Øòàòàõ Àìåðèêè (ÑØÀ), ËÀË-ðåàêòèâ, â

îñíîâíîì, òàì æå è ïðîèçâîäèòñÿ, îäíàêî ïðîäàåòñÿ

ïî âñåìó ìèðó. Òåìïû ðîñòà ðåàëèçàöèè àìåðèêàíñêî-

ãî ËÀË-ðåàêòèâà ñâÿçàíû ñ ðàçâèòèåì íîðìàòèâ-

íî-ïðàâîâîé áàçû, õîðîøåé èíôðàñòðóêòóðîé çäðàâî-

îõðàíåíèÿ è øèðîêèì îõâàòîì êîíòðîëÿ çà ñîäåðæàíè-

åì ÁÝ. ÒÀË-ðåàêòèâ â îñíîâíîì âîñòðåáîâàí â

Àçèàòñêî-Òèõîîêåàíñêîì ðåãèîíå, òàê êàê ïðîèçâîäèò-

Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 58, ¹ 2, 2024 51
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52 Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 58, ¹ 2, 2024

ñÿ èç ãåìîëèìôû ìå÷åõâîñòà Tachypleus, îáèòàþùåãî

â Àçèè [6, 7].

Â íà÷àëå îñâîåíèÿ ËÀË-òåñòà â Ðîññèè, â êîíöå ÕÕ

âåêà, èñïîëüçîâàëèñü ðåàêòèâû àìåðèêàíñêèõ êîìïà-

íèé, êîòîðûå ïåðâûìè íà÷àëè ïîñòàâêè â íàøó ñòðàíó

ËÀË-ðåàêòèâà: “Associates of Cape Cod”, “Charles

River Endosafe” è “Lonza Walkersville, Inc.” (ðàíåå

“BioWhittaker”). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ, â ñâÿçè ñ ðàñòó-

ùèì ñïðîñîì íà ðåàêòèâû äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ÁÝ, ïåðå-

÷åíü êîìïàíèé-ïðîèçâîäèòåëåé ðåàêòèâîâ äëÿ ìîíèòî-

ðèíãà ïèðîãåííûõ ïðèìåñåé çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èëñÿ

çà ñ÷¸ò ðûíêà Àçèàòñêîãî êîíòèíåíòà, êîòîðûé ïðåäëà-

ãàåò ÒÀË-ðåàêòèâ (ðèñ. 1).

Äëÿ òîãî ÷òîáû îñòàâàòüñÿ êîíêóðåíòîñïîñîáíûìè,

ïðîèçâîäèòåëè ðåàêòèâîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÁÝ âíîñÿò

çíà÷èòåëüíûé âêëàä â ðîñò ðûíêà ñáûòà, èñïîëüçóÿ

ðàçëè÷íûå ñòðàòåãèè, âêëþ÷àÿ ìåæäóíàðîäíîå ñîòðóä-

íè÷åñòâî, ôèíàíñèðîâàíèå è âíåäðåíèå íîâûõ íàáî-

ðîâ äëÿ áûñòðîãî è ïðîñòîãî âûïîëíåíèÿ àíàëèçîâ

[7, 8]. Íåêîòîðûå êîìïàíèè â ñîîòâåòñòâèè ñ êîíöåï-

öèåé 3R íà÷àëè ðàçðàáàòûâàòü íàáîðû ñ ðåêîìáèíàíò-

íûì áåëêîì ôàêòîðà Ñ âçàìåí ïðèðîäíîãî ðåàêòèâà

(òàáë. 1). Åù¸ îäíèì íàïðàâëåíèåì äëÿ ñîêðàùåíèÿ

÷èñëà æèâîòíûõ, èñïîëüçóåìûõ ïðè îïðåäåëåíèè ïè-

ðîãåííûõ ïðèìåñåé, ÿâëÿåòñÿ òåñò àêòèâàöèè ìîíîöè-

òîâ, â êîòîðîì èñïîëüçóþòñÿ íàáîðû ñ êëåòêàìè êðîâè

÷åëîâåêà [9 – 11].

Íåñìîòðÿ íà ïîÿâëåíèå íîâûõ ðåàêòèâîâ è ìåòîäîâ

îïðåäåëåíèÿ ïèðîãåííûõ ïðèìåñåé, íàèáîëåå âîñòðå-

áîâàíû ËÀË- è ÒÀË-ðåàêòèâû, êîòîðûå èìåþò ðàç-

ëè÷íóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è íàçíà÷åíèå. Äîïîëíèòåëü-

íî äëÿ ïðîâåäåíèÿ èñïûòàíèé ìîãóò ïîòðåáîâàòüñÿ áó-

ôåðíûå ðàñòâîðû äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ ëèçàòà

àì¸áîöèòîâ è êîððåêòèðîâêè pH èñïûòóåìûõ ðàñòâî-

ðîâ, âîäà äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÁÝ (âîäà äëÿ ÁÝÒ), ðåàêòè-

âû äëÿ óñòðàíåíèÿ âëèÿíèÿ áåòà-ãëþêàíîâ è êîâàëåíò-

íîãî ñâÿçûâàíèÿ äâóõâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, êîòîðûå

òàêæå ïðåäëàãàþò ïðîèçâîäèòåëè ËÀË- è ÒÀË-ðåàê-

òèâîâ.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäàìè àíàëèçà, óêàçàííûìè â

ÎÔÑ “Áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîêñèíû” [2, 3], ïðåäñòàâ-

ëåííûé íà ðîññèéñêîì ðûíêå àññîðòèìåíò ðåàêòèâîâ

ëèçàòà àì¸áîöèòîâ ìîæíî êëàññèôèöèðîâàòü ïî ìåòî-

äó îïðåäåëåíèÿ ÁÝ:

1. Ãåëü-òðîìá òåñò;

2. Òóðáèäèìåòðè÷åñêèé êèíåòè÷åñêèé òåñò;

3. Õðîìîãåííûé êèíåòè÷åñêèé òåñò;

4. Õðîìîãåííûé òåñò ïî êîíå÷íîé òî÷êå.

Ðåàêòèâû ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñîñòàâó, ôàñîâêå, óñëîâè-

ÿì õðàíåíèÿ. Äëÿ ïðèìåðà, íåêîòîðûå ËÀË/ÒÀË-ðåàê-

òèâû è ñòàíäàðò ýíäîòîêñèíà ïîñòàâëÿþòñÿ íå òîëüêî

âî ôëàêîíàõ, íî è â ïðîáèðêàõ èëè àìïóëàõ. Êðîìå

òîãî, îäèí è òîò æå íàáîð ðåàêòèâîâ ìîæåò áûòü ïðåä-

íàçíà÷åí äëÿ äâóõ ìåòîäîâ (íàïðèìåð, òóðáèäèìåòðè-

÷åñêèé êèíåòè÷åñêèé ìåòîä è ãåëü-òðîìá òåñò; õðîìî-

ãåííûé êèíåòè÷åñêèé è õðîìîãåííûé ïî êîíå÷íîé

òî÷êå) èëè îäíîãî ôîòîìåòðè÷åñêîãî ìåòîäà, íî ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ðàçíîãî ñ÷èòûâàþùåãî îáîðóäîâàíèÿ,

íàïðèìåð ñ ðèäåðîì äëÿ ïðîáèðîê (Toxinometer
®

,

Pyros Kinetix
®

) èëè ðèäåðîì äëÿ ìèêðîïëàíøåò (íà-

ïðèìåð, Bio Tek, Tecan Sunrise) [13, 14].

Ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü êàæäîé ïàðòèè ëèçàòà

àì¸áîöèòîâ îöåíèâàþò ñ èñïîëüçîâàíèåì ýòàëîííîãî

ñòàíäàðòà ýíäîòîêñèíà èëè êîíòðîëüíîãî ñòàíäàðòà

ýíäîòîêñèíà (ÊÑÝ). Ýíäîòîêñèí, èñïîëüçóåìûé äëÿ

ïðèãîòîâëåíèÿ ÊÑÝ, ïîëó÷àþò èç øòàììà Escherichia

coli ñ ïîìîùüþ äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè. Òàêèì îáðà-

çîì, ÊÑÝ ÿâëÿåòñÿ âûñîêîî÷èùåííûì ëèïîïîëèñàõà-

ðèäîì, â ñîñòàâå êîòîðîãî ïðèñóòñòâóþò ñòàáèëèçè-

ðóþùèå íàïîëíèòåëè, òàêèå êàê êðàõìàë, ÷åëîâå÷å-

ñêèé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí è ïîëèýòèëåíãëèêîëü.

Ïðèðîäíûé ýíäîòîêñèí, â îòëè÷èå îò ÊÑÝ, íå ïîäâåð-

ãàåòñÿ î÷èñòêå è îáû÷íî ïðèíèìàåò ôîðìó ìàêðîìî-

ëåêóëÿðíîãî êîìïëåêñà ëèïîïîëèñàõàðèäà, áåëêîâ

êëåòî÷íîé ìåìáðàíû è ôîñôîëèïèäîâ, êîòîðûå âûäå-

ëÿþòñÿ ãðàìîòðèöàòåëüíûìè áàêòåðèÿìè âî âðåìÿ

ðîñòà è ãèáåëè. Ïîýòîìó ñóùåñòâóåò âåðîÿòíîñòü ðàç-

ëè÷èÿ â ðåçóëüòàòàõ àíàëèçà ýíäîòîêñèíà èç îêðóæàþ-

ùåé ñðåäû ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàíäàðòàìè î÷èùåííîãî

ýíäîòîêñèíà [12].

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëñÿ ñðàâíè-

òåëüíûé àíàëèç ñïîñîáíîñòè ËÀË/ÒÀË-ðåàêòèâîâ âû-

ÿâëÿòü ïèðîãåííûå ïðèìåñè è îñîáåííîñòåé èõ èñ-

ïîëüçîâàíèÿ äëÿ îöåíêè íàëè÷èÿ ÁÝ.

Ò à á ë è ö à 1

Ïåðå÷åíü ïðîèçâîäèòåëåé ðåàêòèâîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ áàêòåðèàëüíûõ ýíäîòîêñèíîâ ðàçíûìè ìåòîäàìè, ïðåäñòàâëåííûõ íà ðîñ-

ñèéñêîì ðûíêå

Íàèìåíîâàíèå êîìïàíèè ïðîèçâîäèòåëÿ

ðåàêòèâîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÁÝ

Ãåëü-òðîìá

òåñò

Òóðáèäèìåòðè-

÷åñêèé

êèíåòè÷åñêèé

òåñò

Õðîìîãåííûé

êèíåòè÷åñêèé

òåñò

Õðîìîãåííûé

òåñò ïî êîíå÷íîé

òî÷êå

Ìåòîä ñ

èñïîëüçîâàíèåì

ðåêîìáèíàíòíûõ

ðåàêòèâîâ

Associates of Cape Cod (äàëåå ÀÑÑ) + + + + +

Charles River Endosafe (äàëåå Endosafe) + + + + –

Lonza Walkersville, Inc. (äàëåå Lonza) + + + – +

Fujifilm Wako Chemicals (äàëåå Wako) + + + – +

Xiamen Bioendo Technology Co., Ltd. (äàëåå Bioendo) + + + + +

Zhanjiang Bokang Marine Biological Co., Ltd. (äàëåå AccuMedi) + + – – –

Fuzhou XinBei Biochemical Industrial Co. Ltd. (äàëåå XinBei) + + + + –

“+” – êîìïàíèÿ ïðîèçâîäèò ðåàêòèâû äëÿ äàííîãî ìåòîäà.



Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ áûëè âûáðàíû íàáîðû ðå-

àêòèâîâ 4 êîìïàíèé-ïðîèçâîäèòåëåé ËÀË-ðåàêòèâà

(ÀÑÑ, Endosafe, Lonza, Wako ) è 3 êîìïàíèé-ïðîèçâî-

äèòåëåé ÒÀË-ðåàêòèâà (Bioendo, AccuMedi, XinBei ).

×óâñòâèòåëüíîñòü ëèçàòà àì¸áîöèòîâ èññëåäîâàííûõ

íàáîðîâ áûëà ðàçíîé: îò 0,25 äî 0,005 ÅÝ/ìë

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ îñîáåííîñòåé ïðèìåíåíèÿ ðåàê-

òèâîâ ñ èõ ïîìîùüþ âûïîëíÿëè ïðåäâàðèòåëüíûå àíà-

ëèçû â ñîîòâåòñòâèè ñ ÎÔÑ “Áàêòåðèàëüíûå ýíäîòîê-

ñèíû” [2, 3]: ïðîâåðÿëè çàÿâëåííóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü

ëèçàòà àì¸áîöèòîâ ñ ïîìîùüþ ãåëü-òðîìá òåñòà è äîñ-

òîâåðíîñòü êðèòåðèåâ ñòàíäàðòíîé êðèâîé êèíåòè÷å-

ñêèìè ìåòîäàìè (òóðáèäèìåòðè÷åñêèé è õðîìîãåí-

íûé), à çàòåì îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå ïðèðîäíîãî íå-

î÷èùåííîãî ýíäîòîêñèíà â âîäå ïèòüåâîé.

Ïîäãîòîâêó ðåàêòèâîâ îñóùåñòâëÿëè ñîãëàñíî óêà-

çàíèÿì èíñòðóêöèé ê íèì è ñåðòèôèêàòàì àíàëèçà.

Êàæäûé íàáîð äëÿ ãåëü-òðîìá òåñòà èìåë ñâîè îò-

ëè÷èÿ â ðàçâåäåíèÿõ è óñëîâèÿõ õðàíåíèÿ ðåàêòèâîâ

(òàáë. 2). Òàê, íàïðèìåð, ïðè èñïîëüçîâàíèè ëèçàòà

àì¸áîöèòîâ, ðàñôàñîâàííîãî â ïðîáèðêè/àìïóëû, ðå-

àêòèâ âîññòàíàâëèâàëè èñïûòóåìûìè ðàñòâîðàìè è

èíêóáèðîâàëè ïîëó÷åííóþ ðåàêöèîííóþ ñìåñü â ýòèõ

æå ïðîáèðêàõ èëè àìïóëàõ (ÀÑÑ, AccuMedi ). Ëèîôè-

ëèçèðîâàííûé ðåàêòèâ êîìïàíèè XinBei, ðàñôàñîâàí-

íûé â àìïóëû, ðàñòâîðÿëè 0,5 ìë âîäû äëÿ ÁÝÒ è èñ-

ïîëüçîâàëè äàííûé îáúåì äëÿ àíàëèçà íåáîëüøîãî êî-

ëè÷åñòâà ïðîá.

Ïðè âûïîëíåíèè òóðáèäèìåòðè÷åñêîãî êèíåòè÷å-

ñêîãî òåñòà èñïîëüçîâàëè íàáîðû ðåàêòèâîâ, ïðåäíà-

çíà÷åííûå äëÿ àíàëèçîâ â ìèêðîïëàíøåòàõ, à òàêæå

êîìïëåêñíûå èëè óíèâåðñàëüíûå ðåàêòèâû, êîòîðûå

ìîæíî èñïîëüçîâàòü è äëÿ ãåëü-òðîìá òåñòà è äëÿ èí-

ñòðóìåíòàëüíîãî ìåòîäà (íàïðèìåð, ENDOSAFE
®

KTA
TM

). Äëÿ ðàçâåäåíèÿ ËÀË/ÒÀË-ðåàêòèâà èñïîëü-

çîâàëè âîäó äëÿ ÁÝÒ èëè ñïåöèàëüíûé áóôåð äëÿ ðàç-

âåäåíèÿ (íàïðèìåð, äëÿ Lonza è Bioendo ),

ïîñòàâëÿåìûé â íàáîðå ê ðåàêòèâàì. Â ðàáîòå ñ

ËÀË/ÒÀË-ðåàêòèâàìè Lonza, Wako è Bioendo èñïîëü-

çîâàëè òåõíèêó îáðàòíîãî äîçèðîâàíèÿ, òàê êàê â ïðî-

òèâíîì ñëó÷àå ðàñòâîð¸ííûé ðåàêòèâ ïåíèëñÿ è îáðà-

çîâûâàë ïóçûðè â ëóíêàõ. Ïðè óñòàíîâêå ïàðàìåòðîâ

ñ÷èòûâàíèÿ íà ïðèáîðå ó÷èòûâàëè òðåáîâàíèÿ, óêà-

çàííûå â èíñòðóêöèÿõ ê íàáîðàì: çíà÷åíèÿ îïòè÷å-

ñêîé ïëîòíîñòè OD, äëèíà âîëíû è èíòåðâàëû ñ÷èòû-

âàíèÿ. Äëèíà âîëíû â îïûòàõ äëÿ òóðáèäèìåòðè÷åñêî-

ãî òåñòà ñ íàáîðîì ðåàêòèâîâ PYROSTAR
TM

ES-F/Plate

(Wako) ñîñòàâëÿëà 405 íì è îòëè÷àëàñü îò îáùåïðèíÿ-

òîé — 340 íì (òàáë. 3).

Ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ ðåàêòèâîâ äëÿ õðîìî-

ãåííîãî êèíåòè÷åñêîãî òåñòà âûïîëíÿëè èñïûòàíèå

ïðè îäíîé äëèíå âîëíû, ìåíÿÿ òîëüêî çíà÷åíèå OD.

Êàê è â òóðáèäèìåòðè÷åñêîì êèíåòè÷åñêîì ìåòîäå, ê

èñïûòóåìûì ðàñòâîðàì äîáàâëÿëè ïî 50 ìêë âîññòà-

íîâëåííîãî ëèçàòà àì¸áîöèòîâ êîìïàíèé ÀÑÑ è Wako,
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Îñîáåííîñòè ðàáîòû ñ ðåàêòèâàìè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÁÝ â ãåëü-òðîìá òåñòå

¹

Íàèìåíîâàíèå íàáîðà

ðåàêòèâîâ

Ðàçâåä¸ííûé ÊÑÝ ËÀË/ÒÀË-ðåàêòèâ

Ôàñîâêà

ðåàêòèâîâÊîíöåíòðàöèÿ

(ÅÝ/ìë)

Óñëîâèÿ

è ñðîê õðàíåíèÿ

Óñëîâèÿ è ñðîê

õðàíåíèÿ ïîñëå

âîññòàíîâëåíèÿ

Óñëîâèÿ è ñðîê

õðàíåíèÿ ïîñëå

çàìîðàæèâàíèÿ

1 Pyrotell

®

(ÀÑÑ ) 500 – 1000 2 – 8 °C,

7 äíåé (10 íã/ôë.),

4 íåä (0,5 ìêã/ôë.),

3 ìåñ (125 ìêã/ôë.)

2 – 8 °C,

24 ÷

–

–20 °C,

3 ìåñ

–

Ôëàêîíû

ïðîáèðêè

2 Endosafe

®

(Endosafe) 20 – 40 2 – 8 °C, 4 íåä 2 – 8 °C, 24 ÷ –20 °C, 28 äíåé Ôëàêîíû

3 PYROGENT (Lonza) 10 – 20 2 – 8 °C, 4 íåä 2 – 8 °C, 24 ÷ –10 °C, 4 íåä Ôëàêîíû

4 PYROSTAR

TM

ES-F (Wako) 1000 2 – 8 °C, 1 ìåñ 2 – 8 °C, 4 – 8 ÷ –15 � 5 °C, 2 íåä Ôëàêîíû

5 Xiamen Bioendo Technology (Bioendo) 50 2 – 8 °C,

<20 ÅÝ/ìë, 24 ÷,

>20 ÅÝ/ìë, 7 äíåé

10 ìèí –20 °C,

28 äíåé

Ôëàêîíû

6 Endotoxin Assay Kit

(AccuBet )

10 – 20 –10 °C,

15 äíåé, äîïóñêàåòñÿ

ìíîãîêðàòíàÿ

ðàçìîðîçêà

– – Àìïóëû

7 Gel Clot TAL

(XinBei )

10 –10 °C,

15 äíåé, äîïóñêàåòñÿ

ìíîãîêðàòíàÿ

ðàçìîðîçêà

2 ÷ – Àìïóëû

Ðèñ. 2. Ãåëåîáðàçîâàíèå ðåàêöèîííîé ñìåñè â àìïóëå ÒÀË-ðå-

àêòèâà ñ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ 0,25 ÅÝ/ìë.



â îòëè÷èå îò îñòàëüíûõ ËÀË/ÒÀË-ðåàêòèâîâ, ãäå ïðå-

äóñìîòðåí îáú¸ì 100 ìêë (òàáë. 4).

Äëÿ îöåíêè ðàáîòîñïîñîáíîñòè ðåàêòèâîâ â îòíî-

øåíèè ïðèðîäíîãî ýíäîòîêñèíà ïðîâîäèëè èñïûòàíèÿ

îáðàçöà “Âîäà ïèòüåâàÿ” êîëè÷åñòâåííûì àíàëèçîì

ãåëü-òðîìá òåñòà ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðîâ ðåàêòèâîâ

ðàçíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ïðîèñõîæäåíèÿ (òàáë. 5).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÁÝ ãîòîâèëè äâóêðàòíûå ðàçâåäåíèÿ â

âîäå äëÿ ÁÝÒ. Èññëåäîâàíèå âûïîëíÿëè â ðàçâåäåíèÿõ,

íà÷èíàÿ ñ 1:2 âïëîòü äî ðàçâåäåíèÿ, â êîòîðîì ôèêñèðî-

âàëè îòñóòñòâèå ãåëÿ â èñïûòóåìûõ ðàñòâîðàõ.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Âñå ðåàêòèâû áûëè ñòàáèëüíû è îáëàäàëè çàÿâëåí-

íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ â ïðèñóòñòâèè î÷èùåííîãî

ýíäîòîêñèíà. Â èñïûòàíèÿõ “Ïîäòâåðæäåíèå çàÿâëåí-

íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ëèçàòà àì¸áîöèòîâ” ñ ïîìîùüþ

ãåëü-òðîìá òåñòà îáðàçîâûâàëñÿ ïëîòíûé ãåëü â ïðî-

áàõ ñ ðàñòâîðàìè ÊÑÝ ñ êîíöåíòðàöèåé â 2 ðàçà áîëü-

øå, ÷åì ÷óâñòâèòåëüíîñòü ðåàêòèâà (ðèñ. 2).

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â ôîòîìåòðè÷åñêèõ ìåòîäàõ

àíàëèçà, ñîîòâåòñòâîâàëè òðåáîâàíèÿì äîñòîâåðíîñòè

êðèòåðèåâ äëÿ ñòàíäàðòíîé êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé.

Êîëè÷åñòâåííûì àíàëèçîì ãåëü-òðîìá òåñòà â îá-

ðàçöå “Âîäà ïèòüåâàÿ” îáíàðóæåíû ÁÝ. Äèàïàçîíû

êîíöåíòðàöèé ÁÝ ðàçëè÷àëèñü â çàâèñèìîñòè îò ÷óâñò-

âèòåëüíîñòè ëèçàòà àì¸áîöèòîâ () è åãî ïðîèçâîäèòå-

ëÿ (ðèñ. 3).

Â èñïûòàíèÿõ ñ ëèçàòîì àì¸áîöèòîâ, ïîëó÷åííûì

èç ãåìîëèôû ìå÷åõâîñòà Limulus, îáíàðóæåíî áîëü-

øåå êîëè÷åñòâî ÁÝ â âîäå ïèòüåâîé, ÷åì ñ ëèçàòîì

Tachypleus, ïðè èñïîëüçîâàíèè ðåàêòèâîâ îäèíàêîâîé

÷óâñòâèòåëüíîñòè. Ïàðàëëåëüíî ñ ýòèì îòìå÷åíà ðàç-

íèöà â ðåçóëüòàòàõ â çàâèñèìîñòè îò ôåðìåíòàòèâíîé

àêòèâíîñòè ËÀË-ðåàêòèâà. Òàê, íàïðèìåð, ñ ËÀË-ðå-

àêòèâîì  = 0,125 ÅÝ/ìë ñîäåðæàíèå ÁÝ ñîñòàâèëî áî-

ëåå 15,6 ÅÝ/ìë, à ñ ËÀË/ÒÀË-ðåàêòèâàìè  = 0,03 è

 = 0,015 ÅÝ/ìë êîíöåíòðàöèÿ ÁÝ áûëà â äèàïàçîíå

3,84 – 7,68 ÅÝ/ìë. Çíà÷åíèÿ, ïîëó÷åííûå äëÿ ðåàêòè-

âîâ ñ ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ 0,015 è 0,03 ÅÝ/ìë, ïîäòâåð-

æäàþò íàëè÷èå äâóêðàòíîé îøèáêè äëÿ

ËÀË/ÒÀË-òåñòà.

Òàêèì îáðàçîì, â ðàáîòå ñ ðåàêòèâàìè, ïîëó÷åííû-

ìè èç ãåìîëèìôû àòëàíòè÷åñêîãî è àçèàòñêîãî ìå÷å-

õâîñòîâ, óñòàíîâëåíà íàäåæíîñòü ïîëó÷àåìûõ ðåçóëü-
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Îñîáåííîñòè ðàáîòû ñ ðåàêòèâàìè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÁÝ â òóðáèäèìåòðè÷åñêîì êèíåòè÷åñêîì òåñòå

Íàèìåíîâàíèå íàáîðà ðåàêòèâîâ

ËÀË/ÒÀË-ðåàêòèâ

Ïàðàìåòðû ñ÷èòûâàíèÿ

×óâñòâèòåëüíîñòü

(ÅÝ/ìë)

Äîáàâëÿåìûé îáúåì

â ìèêðîïëàíøåò

(ìêë)

Óñëîâèÿ è ñðîê

õðàíåíèÿ ïîñëå

âîññòàíîâëåíèÿ

Óñëîâèÿ è ñðîê

õðàíåíèÿ ïîñëå

çàìîðàæèâàíèÿ

Pyrotell

®

-T (ÀÑÑ) 0,001 50 èëè 100 2 – 8 °C, 24 ÷ –20 °C, 3 ìåñ 340 íì OD = 0,03 – 0,2

ENDOSAFE

®

KTA

TM

(Endosafe) 0,05 100 2 – 8 °C, 24 ÷ –20 °C, 28 äíåé 340 íì, OD = 0,05 – 0,2

ENDOSAFE

®

KTA2

TM

(Endosafe) 0,005 100 2 – 8 °C, 24 ÷ –20 °C, 28 äíåé 340 íì, OD = 0,05 – 0,2

Pyrogent-5000 (Lonza) 0,01 100 2 – 8 °C, 8 ÷ - 340 íì, OD = 0,03

PYROSTAR TM ES-F/Plate (Wako) 0,01 50 2 – 8 °C, 6 ÷ –15 � 5 °C, 2 íåä 405 íì, OD = 0,015

BioendoTM KÒ (Bioendo) 0,005 100 10 ìèí – 340 íì, OD = 0,03

Ò à á ë è ö à 4

Îñîáåííîñòè ðàáîòû ñ ðåàêòèâàìè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÁÝ â õðîìîãåííîì êèíåòè÷åñêîì òåñòå

Íàèìåíîâàíèå íàáîðà ðåàêòèâîâ

ËÀË/ÒÀË-ðåàêòèâ

Ïàðàìåòðû

ñ÷èòûâàíèÿ×óâñòâèòåëüíîñòü

(ÅÝ/ìë)

Äîáàâëÿåìûé îáúåì

â ìèêðîïëàíøåò

(ìêë)

Óñëîâèÿ è ñðîê

õðàíåíèÿ ïîñëå

âîññòàíîâëåíèÿ

Óñëîâèÿ è ñðîê

õðàíåíèÿ ïîñëå

çàìîðàæèâàíèÿ

Pyrochrome

®

(ÀÑÑ) 0,001 50 èëè 100 2 – 8 °C, 8 ÷ - 405 íì, OD = 0,03 – 0,2

Chromo-LAL

®

(ÀÑÑ) 0,005 100 2 – 8 °C, 24 ÷ –20 °C, 2 íåä 405 íì, OD = 0,03 – 0,2

ENDOCHROME-K

TM

(Endosafe) 0,005 100 2 – 8 °C, 24 ÷ –20 °C, 2 íåä 405 íì, OD = 0,03 – 0,2

Kinetic-QCL

TM

(Lonza) 0,005 100 2 – 8 °C, 8 ÷ –10 °C, 2 íåä 405 íì, OD = 0,2

Limulus Color KY (Wako) 0,0005 50 2 – 10 °C, 6 ÷ –80 °C, 2 íåä 405 íì, OD = 0,015

BioendoTM KC (Bioendo) 0,005 – 0,001 100 10 ìèí –20 °C, 2 íåä 405 íì, OD = 0,2

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà îáðàçöà “Âîäà ïèòüåâàÿ” êîëè÷åñò-

âåííûì ãåëü-òðîìá òåñòîì.



òàòîâ. Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì êàæäîãî íàáîðà ðåàêòè-

âîâ ñëåäóåò âíèìàòåëüíî èçó÷èòü èíñòðóêöèþ è ñåðòè-

ôèêàò àíàëèçà ê íåìó: îáðàòèòü âíèìàíèå íà ñîñòàâ,

óñëîâèÿ ðàçâåäåíèÿ è õðàíåíèÿ, à òàêæå íà ïàðàìåòðû

îïðåäåëåíèÿ ÁÝ.

Îòìå÷åíî, ÷òî ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ëèçàòà

àì¸áîöèòîâ ìîæåò ðàçëè÷àòüñÿ â îòíîøåíèè ñòàíäàð-

òà ýíäîòîêñèíà è ïðèðîäíîãî ýíäîòîêñèíà, ïðèñóòñò-

âóþùåãî â ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâàõ. Ïðè÷èíîé ýòîãî

ìîæåò áûòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü ëèçàòà àì¸áîöèòîâ, òåõ-

íîëîãè÷åñêèé ïðîöåññ åãî ïîëó÷åíèÿ, à òàêæå äîáàâ-

ëåííûå âñïîìîãàòåëüíûå âåùåñòâà. Ïîýòîìó ñóùåñòâó-

åò âåðîÿòíîñòü âàðèàáåëüíîñòè ðåçóëüòàòîâ èñïûòàíèÿ

ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàêòèâîâ ëèçàòà àì¸áîöèòîâ ðàçëè÷-

íûõ ïðîèçâîäèòåëåé. Íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü ýòîò ôàêò

îñîáåííî ïðè êîíòðîëå êà÷åñòâà ëåêàðñòâåííûõ

ñðåäñòâ, ñîäåðæàùèõ çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ÁÝ.

Âêëàä àâòîðîâ

Î. Â. Øàïîâàëîâà — îáîñíîâàíèå êîíöåïöèè èñ-

ñëåäîâàíèÿ, ñáîð äàííûõ ëèòåðàòóðû, ïëàíèðîâàíèå

èññëåäîâàíèÿ, íàïèñàíèå òåêñòà; À. Ä. Òóòíîâà — ïðî-

âåäåíèå ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà, îôîðìëåíèå è ðåäàê-

òèðîâàíèå òåêñòà; Í. Ï. Íåóãîäîâà — îáîáùåíèå ðå-

çóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ è êðèòè÷åñêèé ïåðåñìîòð òåê-

ñòà ðóêîïèñè; Ã. À. Ñàïîæíèêîâà — ïîëó÷åíèå

ïåðâè÷íûõ äàííûõ, èõ àíàëèç è ñèñòåìàòèçàöèÿ.

Áëàãîäàðíîñòü

Àâòîðû âûðàæàþò îñîáóþ áëàãîäàðíîñòü è ïðèçíà-

òåëüíîñòü êîìïàíèè ÎÎÎ “Àëüãèìåä” çà ñîòðóäíè÷å-

ñòâî ïðè íàïèñàíèè íàó÷íîé ñòàòüè.

Êîíôëèêò èíòåðåñîâ

Àâòîðû çàÿâëÿþò îá îòñóòñòâèè êîíôëèêòà èíòåðå-

ñîâ, òðåáóþùåãî ðàñêðûòèÿ â äàííîé ñòàòüå.

Ôèíàíñèðîâàíèå

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî çàäà-

íèÿ ÔÃÁÓ “ÍÖÝÑÌÏ” Ìèíçäðàâà Ðîññèè ¹

056-00052-23-00 íà ïðîâåäåíèå ïðèêëàäíûõ íàó÷íûõ

èññëåäîâàíèé (íîìåð ãîñóäàðñòâåííîãî ó÷åòà ÍÈÐ

121021800098-4).

Ïîäòâåðæäåíèå î ïðåäîñòàâëåíèè ãðàíòîâîé

ïîääåðæêè

Îòñóòñòâóåò.
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REVIEW OF THE MODERN MARKET OF REAGENTS

FOR THE DETECTION OF BACTERIAL ENDOTOXINS IN DRUGS
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A comparative study carried out with reagents obtained from the hemolymph of the Atlantic and Asian horseshoe crabs proved the reliability of the determi-

nation of bacterial endotoxins. It is noted that the enzymatic activity of amoebocyte lysate may differ in relation to the standard endotoxin and natural endoto-

xin.
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Ïåðå÷åíü ðåàêòèâîâ, èñïîëüçóåìûõ â àíàëèçå îáðàçöà “Âîäà

ïèòüåâàÿ”

¹

Ïðîèçâîäèòåëü

ðåàêòèâà

×óâñòâèòåëüíîñòü

(ÅÝ/ìë)

Òèï

ðåàêòèâà

Ôàñîâêà

ðåàêòèâà

ËÀË-ðåàêòèâ

1 ÀÑÑ 0,125 ËÀË Ïðîáèðêè*

2 ÀÑÑ 0,03 ËÀË Ôëàêîíû

3 Wako 0,03 ËÀË Ôëàêîíû

4 Wako 0,015 ËÀË Ôëàêîíû

5 Endosafe 0,015 ËÀË Ôëàêîíû

ÒÀË-ðåàêòèâ

6 XinBei 0,25 ÒÀË Àìïóëû

7 AccuMedi 0,25 ÒÀË Àìïóëû*

8 Bioendo 0,03 ÒÀË Ôëàêîíû

* Èíêóáèðîâàíèå ðåàêöèîííîé ñìåñè âûïîëíÿëè â äàííîé ¸ìêîñòè.


