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Введение
ISO (Международная организация стандартизации) является федерацией национальных органов 

по стандартизации (органов — членов ISO). Работу по подготовке международных стандартов прово
дят через технические комитеты ISO. Каждая организация-член, заинтересованная в области деятель
ности, для которой создан технический комитет, имеет право быть представленной в данном комитете. 
Международные правительственные и неправительственные организации также принимают участие в 
работе ISO. ISO тесно сотрудничает с Международной электротехнической комиссией (IEC) по вопро
сам стандартизации электротехнической продукции.

Процедуры, примененные при разработке настоящего стандарта, а также процедуры, предназна
ченные для его дальнейшей поддержки, приведены в Директиве ISO/IEC, часть 1. В частности, нужно 
отметить необходимость различных критериев утверждения для различных типов документов ISO. На
стоящий стандарт составлен в соответствии с редакционными правилами директив ISO/IEC, часть 2 
(www.iso.org/directives). Необходимо обратить внимание на возможность того, что некоторые элементы 
настоящего стандарта могут быть объектом патентных прав.

ISO снимает с себя ответственность за обозначение каких-либо таковых патентных прав. Детали 
каких-либо патентных прав, обозначенных при разработке документа, будут содержаться во введении 
и/или в перечне полученных патентных деклараций ISO (см. www.iso.org/patents).

Любая торговая марка, приведенная в настоящем стандарте, является информацией, приведен
ной для удобства пользователей и не является рекламой.

Для разъяснения добровольного характера стандартов, значений конкретных терминов ISO и вы
ражений, связанных с оценкой соответствия, а также информации о приверженности ISO принципам 
ВТО по техническим барьерам в торговле (ТВТ) см. следующий URL: www.iso.org/iso/foreword.html.

Настоящий стандарт разработан Техническим комитетом ISO/TC 194 «Биологическая и клиниче
ская оценка медицинских изделий».

Все отзывы и вопросы по данному документу должны быть направлены в национальные органы 
по стандартизации пользователя. Полный перечень данных органов приведен по адресу: www.iso.org/ 
members.html.

В настоящее время при оценке безопасности медицинских изделий руководствуются токсикологи
ческими или другими исследованиями, рекомендуемыми в серии стандартов ISO 10993.

Пирогенность, опосредованная материалом, представляет собой системный эффект, включен
ный в приложение G ISO 10993-11:2017, но данный стандарт полностью направлен на рассмотрение 
исследования пирогенности медицинских изделий в целом.

Пирогенная реакция — это неблагоприятное воздействие химического агента или другого агента, 
например микробного компонента, вызывающее фебрильную (лихорадочную) реакцию.

Испытания на пирогенность необходимы для оценки безопасности продуктов, имеющих прямой 
или опосредованный (косвенный, непрямой) контакт с системой кровообращения и лимфатической си
стемой, спинномозговой жидкостью и системно взаимодействующих с организмом человека.

В настоящее время в качестве приемлемых методов оценки пирогенности медицинских изделий и 
их материалов существуют методы исследования in vivo на кроликах и методы in vitro на бактериальные 
эндотоксины. Основные процедуры, включая приготовление образцов каждого исследуемого объекта, 
уже установлены, гармонизованы в международном плане и указаны в соответствующих руководствах 
и фармакопеях.

В последнее время был разработан и применен метод исследования пирогенности in vitro с ис
пользованием иммунных клеток человека, основанный на методе испытания на пирогенность на клет
ках человека (НСРТ) для исследования пирогенности парентеральных лекарственных средств. Кон
цепция применения исследования пирогенности для медицинских изделий рассматривается в связи с 
прямым или опосредованным воздействием на клетки крови человека.
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

Изделия медицинские

ОЦЕНКА БИОЛОГИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ МЕДИЦИНСКИХ ИЗДЕЛИЙ 

Принципы и методы исследований на пирогенность

Medical devices.
Biological evaluation of medical devices.

Principles and methods for pyrogen testing

Дата введения — 2025—03—01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает принципы и методы исследования медицинских изделий (МИ) 

и их материалов на пирогенность.

2 Нормативные ссылки
Нормативные ссылки в настоящем стандарте отсутствуют.

3 Термины и определения
В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями.
ISO и IEC поддерживают терминологическую базу данных, используемую в целях стандартиза

ции, по следующим адресам:
- Электропедия IEC: доступна по адресу http://www.electropedia.org/;
- платформа онлайн-просмотра ISO: доступна по адресу http://www.iso.org/obp.
3.1 медицинское изделие (medical device): Инструмент, аппарат, устройство, машина, прибор, 

имплантат, реагент in vitro или калибратор, программное обеспечение, материал или другой сходный 
или сопряженный предмет, предназначенные производителем для использования человеком, отдельно 
или в комбинации, для одной или более конкретных целей:

- диагностика, профилактика, мониторинг, лечение или облегчение течения болезни;
- диагностика, мониторинг, лечение, паллиатив или компенсация травмы;
- обследование, замена, модификация или поддержка органа или физиологического процесса;
- поддержка или сохранение жизни;
- контроль зачатия;
- дезинфекция МИ;
- предоставление информации путем обследования in vitro образцов, полученных из организма 

человека;
и не достигающие своего основного предполагаемого действия фармакологическими, иммунологиче
скими или метаболическими способами в организме человека или на поверхности тела, но которому 
они могут помочь в функционировании МИ.

П р и м е ч а н и е  — Продукты, которые могут считаться МИ в отдельных юрисдикциях, но не во всех, 
включают:

- дезинфицирующие вещества;
- приспособления для лиц с ограниченными возможностями;

Издание официальное
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- изделия, включающие ткани животного и/или человеческого происхождения;
- изделия для оплодотворения in vitro или технологии вспомогательной репродукции.

[GHTF/SG1/N071:2012, 5.1]
3.2 пироген (pyrogen): Вещество, вызывающее лихорадку.
3.3 пирогенность (pyrogenicity): Свойство химического вещества или другого агента вызывать 

фебрильную реакцию.
3.4 фебрильная реакция (febrile response): Повышение значения температуры тела выше нормы. 

П р и м е ч а н и е  — Также обозначается как жар или пирексия.

4 Сокращения

СОХ
CpG

ELISA

НСРТ
IKK

IRAK
LAL
LPS
MD-2
MCP
MIP
NOD
p g e 2
RANTES
RNA
SEA
Spe C
Spe F
TBK
TLR
TNF
TSST

— фермент циклооксигеназы;
— цитозин (С), следующий за гуанином (G) в секвенции ДНК, при р, обозначающем, что 

С и G привязаны фосфодиэфирной метильной группой к пятой позиции цитозин-пи- 
римидинового кольца;

— ферментный иммуносорбентный анализ НСРТ, например испытание на активацию 
моноцитов (МАТ);

— испытание на пирогенность на клетках человека (Human Cells Pyrogenic Test);
— киназа IkB, ферментный комплекс, задействованный в распространении клеточного 

ответа на воспаление;
— рецептор IL-1-ассоциированная киназа;
— лизат амебоцитов мечехвоста;
— липополисахарид;
— гликопротеин, выделяемый молекулами, связывающий внеклеточный домен TLR4;
— хемотаксический белок макрофагов;
— воспалительный белок макрофагов;
— нуклеотид-связывающий олигомеризационный домен;
— простагландин Е2;
— регулируемый по активации, нормальный с Т-экспрессией и выделяемый;
— рибонуклеиновая кислота;
— стафилококковый энтеротоксин А;
— стрептококковый пирогенный экзотоксин С;
— стрептококковый пирогенный экзотоксин F;
— TANK-связывающая киназа;
— Toll-подобный рецептор;
— фактор некроза опухолей;
— токсин синдрома токсического шока.

5 Характеристика пирогена

5.1 Общие положения

Основываясь на природе пирогена, фебрильную реакцию можно разделить на три группы:
a) пирогенность, опосредованная материалом, вызванная химическими агентами;
b ) пирогенность, опосредованная эндотоксином;
c) пирогенность, опосредованная микробными компонентами, кроме эндотоксина.
Пирогенность, не опосредованная эндотоксинами, относится к вышеописанным группам в пере

числениях а) и с). Однако принадлежность пирогенности к группе согласно перечислению с) можно 
четко отличить от пирогенности, опосредованной материалом, по фебрильной реакции, вызванной 
микробной контаминацией.

TLRs являются белками, которые составляют важную часть иммунной системы, противодейству
ющей микробным инфекциям, тесно связанным с пирогенностью микробных компонентов. На данный
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момент были идентифицированы 13 видов TLRs человека, от TLR1 до TLR13, и агонисты к некото
рым из них. Большинство пирогенов, которые могут быть оценены в МИ, могут являться биоактивными 
веществами, полученными от микроорганизмов, присутствующих в качестве контаминантов процесса 
производства изделия или в самих материалах. Так как компоненты являются агонистами TLR и дей
ствуют как пирогены по отношению к человеку, знание о TLR очень важно.

5.2 Бактериальный эндотоксин

Бактериальный эндотоксин, важный компонент внешней мембраны грамотрицательной бактерии, 
является наиболее мощным пирогеном, распознаваемым TLR4. Эндотоксин является модулятором им
мунного ответа организма и проявляет разнообразные биологические действия, например активацию 
макрофагов, митогенность и адъювантность, и в дополнение к пирогенности вызывает реакцию Швар
цмана. С клинической точки зрения эндотоксин является причиной сепсиса, септического шока и поли- 
органной недостаточности, являющихся системными расстройствами с высоким уровнем смертности.

Эндотоксин в основном состоит из гетерополисахаридной части, подразделенной на О-специ- 
фическую цепь, основной олигосахарид и липидный компонент, называемый липид А, являющийся 
биологически активным центром эндотоксина. На мощность эндотоксина влияют схемы ацилирования 
и фосфорилирования, а также наличие/отсутствие полярной группы, связанной с фосфатным осадком 
в молекуле липида А. Дополнительно эндотоксин обладает видоспецифичностью к экспрессии его био
активности.

В природе грамотрицательные бактерии широко распространены в воде (реки и моря), воздухе, 
почве, а также в человеческом организме. Таким образом, биоматериалы, сделанные из природных 
веществ, могут быть заражены бактериями и их компонентами. Автоклавирование, облучение и газо
вая стерилизация при производственном процессе способны убить бактерии. Тем не менее микроб
ные компоненты, особенно эндотоксин, не могут быть деактивированы такими обычными методами. 
В случае контаминации в процессе производства удаление эндотоксина достаточно сложно. При про
изводственном процессе количество эндотоксина может быть уменьшено или эндотоксин может быть 
полностью удален путем депирогенизации (например, при нагревании до 250 °С в течение 30 мин), при
менения химических веществ для деактивации эндотоксина, таких как, например, полимиксин-В [50],
[66], или использования в технологических процессах производства воды, свободной от эндотоксина.

5.3 Микробные компоненты, отличные от эндотоксина

Микроорганизмы производят различные биоактивные вещества, не являющиеся эндотоксинами. 
Липотейхоевая кислота, важный компонент внешней мембраны грамположительной бактерии, пред
ставляет аналог эндотоксина и действует как пироген, распознаваемый TLR2, взаимодействующий 
и формирующий гетеродимер с TLR1 или TLR6. Липопротеины, липопептиды и липоарабиноманнан, 
являющиеся клеточными компонентами различных микроорганизмов, также могут действовать как 
агонисты TLR2. Хотя пептидогликан, строящий клеточную стену грамположительной бактерии и грам
отрицательной бактерии, считался агонистом TLR2, недавно было предположено, что белки NOD1 и 
NOD2, а не TLR2, могут играть роль медиаторов экспрессии его биоактивности. Также вирусная двух
цепочечная РНК, жгутики бактерий, бактериальный и вирусный CpG ДНК были идентифицированы как 
агонисты TLR3, TLR5 и TLR9 соответственно, и все они действуют в качестве пирогена человека. Хотя 
пирогенность не наблюдали для любой формы препарата (1,3)-р-Э-ппюкана, можно отметить, что опре
деленные виды (1,3)-р-Э-глюкана могут повысить токсичность эндотоксина.

Сообщалось, что эндотоксины и энтеротоксины, такие как TSST-1, SEA, Spe F и Spe С, продуци
руемые различными патогенными организмами, вызывают фебрильную реакцию в организме человека 
токсин-специфическим способом, который может отличаться от сигнальной трансдукции TLR. При диа
лизе наблюдали вспышку воспаления, лихорадки и перитонита у некоторых пациентов из-за контами
нации раствора пептидогликаном [52], [76].

5.4 Провоспалительные цитокины

Так как фебрильные реакции, индуцированные агонистами TLR, опосредованы провоспалитель- 
ными цитокинами, такими какТЫБа, IL-1 р, IL-6 и INF-y, производимыми иммунными клетками человека, 
сам эндогенный медиатор должен, естественно, действовать как пироген. Каждый цитокин далее ак
тивирует иммунные клетки цитокиновой сети, так как в дополнение к TLR рецепторы, специфичные к 
цитокинам, находятся на поверхности моноцитов и макрофагов.
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5.5 Химические агенты и другие пирогены

Механизм пирогенности химических или природных веществ не достаточно хорошо исследован. 
Кроме того, с каждым годом в мире обнаруживают или синтезируют более 1000 новых соединений, не 
все биологические свойства которых исследованы. Большинство химических веществ, используемых 
в настоящее время для МИ, безопасны и не пирогенны для человека. Тем не менее некоторые новые 
биоматериалы и химические вещества могут вызвать фебрильную реакцию.

Такой биологический ответ возможен для аллогенных или ксеногенных клеточных продуктов, ко
торые могут вызвать иммунологическое распознавание и активацию иммунокомпетентных клеток.

В качестве примера ниже перечислены химические вещества, о которых известно, что они спо
собны вызывать фебрильную реакцию организма человека. В основном по механизму возникновения 
фебрильной реакции эти химические вещества могут быть разделены на три группы:

a) агенты, напрямую стимулирующие терморегуляторные центры мозга и нервной системы,
b ) разобщающие агенты окислительного фосфорилирования и
c) пирогены с малоизученными механизмами действия.
Известно, что приведенные ниже химические вещества вызывают у человека фебрильную реак

цию:
- простагландины;
- индукторы (например, полиадениловая, полиуридиловая, полибионозиновая и полирибоцитиди- 

ловая кислоты);
- вещества, нарушающие функцию центров терморегуляции (например, диэтиламид лизергино- 

вой кислоты, кокаин, морфий);
- нейромедиаторы (например, норадреналин, серотонин);
- разобщающие агенты окислительного фосфорилирования (например, 4,6-динитро-о-крезол, ди

нитрофенол, пикриновая кислота);
- Ы-фенил-(3-нафтиламин и альдоль-а-нафтиламин (фебрильный механизм неизвестен);
- металлы, такие как соли никеля, в отдельных случаях.
В дополнение к этим химическим веществам есть вероятность, что микросферы [23] и наночасти

цы [61], включая продукты деградации имплантатов [7], могут вести себя как пирогены. Микросферы, 
частицы [23] и наночастицы [61] определенных размеров могут быть фагоцитированы макрофагами и 
активизировать провоспалительные цитокины, выделяемые макрофагами, такими как TNFa. TNFa яв
ляется одним из эндогенных пирогенов.

5.6 Принцип фебрильной реакции

TLR являются классом отдельных трансмембранных некаталитических рецепторов, которые 
распознают структуру сохранившихся микробных молекул, как только они преодолевают физические 
(физиологические) барьеры, такие как кожа или слизистая кишечника, и активируют иммунные клетки. 
Считается, что TLR играют ключевую роль во врожденной иммунной системе и могут функциониро
вать как димеры. Большинство TLR действуют как гомодимеры, TLR2 формирует гетеродимеры с TLR1 
или TLR6, причем каждый димер имеет разную специфичность лигандов. TLR также могут зависеть от 
других сорецепторов в плане полной чувствительности лигандов, например в случае распознавания 
эндотоксинов посредством TLR4, что требует молекулу MD-2. Известно, что связывающие белки CD14 
и LPS облегчают распознавание эндотоксина для MD-2. При активации TLRs задействуют молекулы- 
адаптеры в цитоплазме клеток для распространения сигнала. Известны четыре молекулы-адаптера, 
задействованные в передаче сигнала. Эти белки известны как MyD88, Tirap (также именуемый Mai), Trif 
и Tram. Адапторы активируют другие молекулы внутри клетки, включая определенные протеинкиназы 
(IR A K I, IRAK4, ТВК1 и IKKi), усиливающие сигнал и в конечном счете ведущие к индукции или подавле
нию генов (NF-кВ, АР-1 и IRP3), инициирующих воспалительный ответ.

После активации лигандами микробного происхождения возможно несколько реакций. Иммунные 
клетки могут выработать цитокины, вызывающие воспаление. IL-1P особенно тесно связан с индукцией 
фебрильной реакции. IL-6 и TNFa были выделены позже и также идентифицированы как пирогенные 
цитокины, но при более высоких дозах [28], [29]. Понимание механизма лихорадки у млекопитающих 
состоит в том, что эти провоспалительные цитокины приводят к экспрессии СОХ-2, которая способству
ет синтезу PGE2 [30]. У мышей с недостаточным СОХ-2 лихорадка не возникает в ответ на LPS, IL-1 или 
IL-6 [47], а PGE2 [48] вызывает внутриклеточный сигнальный каскад, меняющий нормальное значение 
температуры тела. Таким образом, IL-1 р, IL-6 и TNFa являются медиаторами, выделяемыми иммун-
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ными клетками при контакте с пирогенами, ответственными за вызывание реакции лихорадки в мозге. 
Известно, что вещество Р индуцирует лихорадку путем выработки TNF-a, IL-6 и PGE2 [17].

TLRs могут быть задействованы в выработке цитокинов и активации клеток; они участвуют в про
цессах адгезии и фагоцитоза микроорганизмов, а также других потенциальных пирогенов.

Вне зависимости от сигнального пути TLR и последующей выработки цитокинов температура тела 
может повышаться веществами, напрямую стимулирующими центры терморегуляции. Также, разоб
щающие агенты окислительного фосфорилирования могут повысить температуру тела в результате 
активации цепочки транспорта электронов в митохондрии.

6 Оценка пирогенности

6.1 Общие положения

Существуют три метода для исследования пирогенности, описанные ниже. Исследование пиро
генности на кроликах in vivo является единственным методом, в отличие от других двух методов из
меряющим фебрильную реакцию организма в качестве биологического показателя в соответствии с 
определением пирогена. Методы in vitro обнаруживают пирогены, используя другие биологические по
казатели, такие как выработка цитокинов и коагуляция белков.

6.2 Испытание на бактериальные эндотоксины (ВЕТ)

6.2.1 Общие положения
Метод испытания на бактериальные эндотоксины (ВЕТ) гармонизирован с несколькими фарма- 

копеями. Данный метод предназначен для обнаружения или количественного определения бактери
ального эндотоксина грамотрицательного бактериального происхождения с использованием лизата, 
являющегося водным экстрактом циркулирующих амебоцитов мечехвоста (Limulus polyphemus или 
Tachypleus tridentatus). Технически испытание на бактериальные эндотоксины разделяется на два мето
да: один представляет метод гель-тромба, основанный на формировании геля, индуцированного реак
цией лизата с эндотоксинами, а другой является фотометрическим методом, основанным на изменении 
оптической плотности индуцированных эндотоксинами раствора лизата. Последний далее разделяется 
на два метода: турбидиметрический, измеряющий концентрации эндотоксинов в растворах образцов, 
основываясь на изменении прозрачности раствора при гелеобразовании, и хромогенный, оцениваю
щий концентрации эндотоксина измерением оптической плотности цвета хромофора, выделяемого 
синтетическим хромогенным субстратом, что является моделированием последней стадии фермент
ной каскадной реакции, описанной ниже.

Испытание на бактериальные эндотоксины может использоваться для контроля контаминации 
эндотоксинами в процессах производства МИ и готовых изделий с точки зрения обычного контроля ка
чества. До использования реагента лизата, экстрагированного из Tachypleus tridentatus, данный метод 
называли: испытание лизатом амебоцитов лимулуса/отряд мечехвоста (LAL-тест).

П р и м е ч а н и е  — Существуют другие методы обнаружения бактериальных эндотоксинов, например 
флуоресцентный метод с использованием рекомбинантного фактора С, см. [6].

6.2.2 Принцип реакции LAL
ВЕТ является ферментной каскадной реакцией, имеющей наивысшую чувствительность к обна

ружению и количественному определению грамотрицательных бактериальных эндотоксинов. Снача
ла фактор С, сериновой протеазы, чувствительный к эндотоксинам, находящийся в реагенте лизата, 
активируется эндотоксином. Активированный фактор С конвертирует фактор В из неактивной формы 
в активную, что продолжает конвертировать прокоагулирующий фермент в коагулирующий. Наконец, 
коагулирующий фермент конвертирует коагулоген в коагулин, что ведет к формированию геля. Допол
нительно к фактору С изначальный реагент лизата содержит активируемый (1,3)-(3-0-глюканами фак
тор G, который затем конвертирует прокоагулирующий фермент в коагулирующий. Эндотоксин-специ- 
фичный реагент LAL был разработан путем удаления фактора G или усиления его функции.

Так как ВЕТ основывается на энзиматической реакции, на его результаты влияют температура 
и pH раствора образца. Реакция стимулируется или ингибируется различными соединениями, такими 
как протеаза, ингибиторы протеазы, ионы металла, детергенты, хелаты, соли и сахара, если таковые 
присутствуют в достаточных концентрациях. Таким образом, исследования на предмет мешающих фак-
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торов могут проводиться для проверки наличия ингибиторов и инициаторов реакции в исследуемом 
растворе. Эффекта мешающих факторов можно избежать путем разбавления исследуемого раствора.

6.2.3 Общая процедура ВЕТ
Общие методы для обнаружения и количественного определения эндотоксина обсуждались в 

фармакопеях различных стран и в AAMI ST 72. Детали приводят в данных документах.
Отмечается, что в отсутствие иных указаний для приготовления исследуемого раствора в каче

стве экстрагирующей жидкости может использоваться апирогенная вода. Эндотоксин, присутствующий 
в МИ и их материалах, обычно экстрагируют при комнатной температуре.

6.2.4 Особенности (свойства) ВЕТ
Метод LAL является простым и быстрым исследованием, способным с высокой точностью об

наружить эндотоксин, обозначая наличие грамотрицательной бактериальной контаминации МИ. Эн
дотоксин обладает видовой специфичностью в проявлении токсичности в зависимости от химической 
структуры участка липида А. Так как структурные особенности эндотоксина не в такой степени влияют 
на активность LAL, как его другие биологические свойства, такие как высвобождение цитокинов из вос
палительных клеток, то ВЕТ способен идентифицировать более разнообразный спектр эндотоксинов 
по сравнению с НСРТ [16].

Контаминация МИ эндотоксином может указывать на более широкую микробиологическую кон
таминацию. Однако корреляция между количеством эндотоксина и других микроорганизмов в изде
лии отсутствует. ВЕТ является очень специфичным для грамотрицательной бактерии или эндотоксина. 
Исторически преобладающими и наиболее сильными пирогенными контаминантами при производстве 
МИ, поддающимися контролю, являлись бактериальные эндотоксины. Контаминацию бактериальными 
эндотоксинами сложно предотвратить, так как они повсеместно распространены, стабильны и доста
точно малы, чтобы пройти сквозь обычные стерилизующие фильтры.

ВЕТ обладает определенными недостатками. Основным из них является то, что ВЕТ не может об
наруживать других пирогенов, кроме эндотоксина. Кроме того, поскольку знания о виде активного для 
человека эндотоксина ограничены из-за отсутствия требований к структурным свойствам эндотоксина 
для проявления его токсичности, то ВЕТ не всегда отражает пирогенную реакцию человека.

Изготовители изделия экстрагируют эндотоксин из МИ, зная, что нельзя достичь 100 %-ной сте
пени его удаления. В некоторых случаях эндотоксин, абсорбируемый на некоторых полимерах, кера
мике, металлах или отдельных природных продуктах, невозможно удалить общепринятыми методами 
водной экстракции. Тем не менее параметры экстракции, рекомендуемые Департаментом по контролю 
качества пищевых продуктов и лекарственных средств США (FDA), а также согласно обязательным 
требованиям национальных фармакопей, подтвержденным многолетним применением, были доста
точны для обеспечения отсутствия пирогенности МИ при обозначенных пределах предполагаемого его 
применения [20].

6.3 Исследование пирогенности на кроликах

6.3.1 Общие положения
Исследование пирогенности на кроликах является единственным известным испытанием для об

наружения пирогенов, опосредованных материалом, а также пирогенов, вызванных микроорганизмами.
Наличие пирогенности экстракта, обнаруженного по высокой температуре, указывает на присут

ствие в изделии пирогенов, не содержащих эндотоксинов. Исследование на кроликах не относится к 
методам количественного определения эндотоксина в конечных продуктах в качестве рутинного теста 
для контроля качества.

В соответствии с ISO 10993-11 МИ, содержащие химические вещества, которые ранее вызывали 
пирогенный ответ и/или новые химические соединения, пирогенный потенциал которых неизвестен, 
могут быть оценены на предмет пирогенности, опосредованной материалом.

6.3.2 Принцип исследования пирогенности на кроликах
Для оценки фебрильной реакции на пирогены у млекопитающих in vivo температура тела измеря

ется в динамике после внутривенного введения экстракта из МИ или материалов в физиологическом 
растворе.

6.3.3 Процедура испытания пирогенности на кроликах
Метод испытания представлен в соответствующих руководствах и фармакопеях. Хотя руковод- 

ства/фармакопеи разных стран различаются в отношении ограничений массы тела кроликов, определе
ния нормальной температуры тела, дозы инъекции исследуемого раствора и повторного использования
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кроликов, в основном методы очень схожи. Соотношения образец/экстрагент и условия экстракции, 
применимые для приготовления экстрактов из МИ и материалов, приведены в ISO 10993-12.

Отмечается, что в качестве экстрагирующего раствора для приготовления проб исследуемого об
разца можно использовать только апирогенный физиологический солевой раствор. При экстракции мо
жет использоваться самая высокая температура среди условий ISO 10993-12, которая не приводит к 
значительному ухудшению свойств материала.

6.3.4 Характеристика исследования пирогенности на кроликах
В целом исследование на кроликах может обнаружить все виды пирогенов и фактическую вели

чину фебрильной реакции. Данная реакция, индуцированная каждым пирогеном, оценивается in vivo 
как повышение внутренней температуры тела кролика. С этой точки зрения, несмотря на различия в 
специфичности к пирогенам у человека и кролика, испытание на кроликах in vivo, по-видимому, имеет 
преимущество по сравнению с НСРТ. Тем не менее исследование на кроликах имеет недостатки, такие 
как низкая чувствительность, использование животных, а также необходимость большого количества 
исследуемого вещества. Исследование пирогенности на кроликах является единственным известным 
и валидированным методом для обнаружения пирогенов, опосредованных материалом и химическими 
веществами, вымываемыми из материала и способными вызывать фебрильную реакцию у пациента. 
Новые контактирующие с кровью или имплантируемые материалы/изделия могут быть проверены на 
предмет пирогенов, опосредованных материалом.

Однако в большинстве случаев испытание на пирогенность на кроликах не используется вместо
ВЕТ.

6.4 Испытание на пирогенность на клетках человека (НСРТ)

6.4.1 Общие положения
Испытание на пирогенность на клетках человека (НСРТ) основывается на иммунологической 

реакции на клеточном уровне и является методом in vitro для обнаружения и количественного опре
деления пирогенов, вызывающих фебрильную реакцию путем активации иммунных клеток человека, 
таких как моноциты и макрофаги [13]. Метод предназначен для оценки пирогенности, опосредованной 
эндотоксином, и пирогенности, опосредованной другими микробными компонентами в соответствии с 
фебрильной реакцией, индуцированной агонистами TLR. В дополнение к агонистам TLR существует 
возможность, что НСРТ может количественно определить степень воспалительного ответа, каскадно 
инициированного фагоцитозом микросфер и взвешенных частиц.

Первичными мишенями эндотоксина in vivo являются моноциты и макрофаги. Был проведен ряд 
исследований для выяснения взаимосвязи между химической структурой эндотоксина и его биологиче
ской активностью с использованием макрофагов. Сам основной метод, применяемый в НСРТ, основы
вается на традиционных методах исследования эндотоксинов. Так как этот метод демонстрирует более 
широкий спектр выявления пирогенов по сравнению с испытаниями на бактериальные эндотоксины 
(ВЕТ), он может быть полезен в качестве метода для устранения пробела между ВЕТ и испытанием 
пирогенности на кроликах, если он надлежащим образом валидирован.

6.4.2 Принцип метода НСРТ
Макрофаги являются тканевыми клетками, происходящими из специфических лейкоцитов — мо

ноцитов. Моноциты и макрофаги относятся к фагоцитарным клеткам, являясь составной частью не
специфической защиты (или врожденного иммунитета), а также способствуя запусканию специфич
ных механизмов защиты (или клеточно-опосредованного иммунитета) позвоночных животных. Их 
роль заключается в фагоцитозе продуктов клеточного распада и патогенов как в тканеспецифичных 
или фагоцитарных клетках, так и в распознавании растворимых патогенов путем TLR, находящихся 
на поверхности клеток, а также в стимуляции лимфоцитов и других иммунных клеток для ответа на 
патогены. В качестве секреторных клеток моноциты и макрофаги жизненно важны для регуляции им
мунных ответов и развития воспаления. Фагоцитарная активность клеток активируется агонистами TLR 
(см. 4.2 и 4.3) для выработки активных химических веществ, включая цитокины. Цитокины, такие как 
TNFa, IL-1 [3 и IL-6, в качестве регуляторных факторов индуцируют фебрильную реакцию в соответствии 
с механизмом, описанным в 4.6. В НСРТ цитокины, выделяемые из таких клеток, обнаруживаются и 
количественно определяются методом ELISA как средством оценки степени фебрильной реакции.
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6.4.3 Выбор иммунных клеток человека
Дополнительно к цельной крови человека линии миеломоноцитарных клеток человека, таких как 

ММ61), и мононуклеарных клеток человека2) [72] также доступны в качестве клеток-индикаторов НСРТ. 
С точки зрения лабораторного применения (простота доставки и безопасность) эти линии клеток более 
практичны, чем цельная кровь. Тем не менее у цельной крови есть следующие преимущества:

- все компоненты крови присутствуют в физиологических пропорциях, необходимых для взаимо
действия пирогена с лейкоцитами;

- в цельной крови возможна инкубация образцов, что невозможно провести с линиями клеток.
С другой стороны, линии клеток имеют следующие недостатки:
- время (обычно недели), затраченное на формирование линии клеток, начиная с аликвоты за

мороженного материала. Для использования в испытании необходимо достаточное количество клеток 
необходимой чувствительности (к пирогенам);

- разная чувствительность клеток при разных количествах пассажей;
- необходимость одновременной стимуляции форболовым эфиром или кальцитриолом;
- подтверждение присутствия на клеточной линии различных рецепторных элементов, необходи

мых для трансдукции ответов пирогенам.
Сообщалось, что чувствительность клеточных линий к эндотоксину отличается друг от друга, 

только клетки ММ6 вырабатывают большое количество TNFa в ответ на относительно небольшое коли
чество эндотоксина после стимуляции кальцитриолом. Клетки цельной крови проявляют более высо
кую чувствительность к эндотоксину по сравнению с этими клеточными линиями, но клетки ММ6-СА83), 
субклоны клеток ММ6 [58], демонстрируют практически идентичную чувствительность к клеткам цель
ной крови при обнаружении эндотоксина и пептидогликана.

6.4.4 Выбор маркерного цитокина
Хотя количество цитокина и хемокина, полученное стимуляцией агонистов TLR и микросфер из 

клеток цельной крови человека, различается в зависимости от вида стимуляторов, во всех случаях 
клетки индуцируют значительное количество МСР-1, IL-1[3ra, IL-8, М1Р-1а и/или М1Р-1(5 в дополнение к 
IL-1J3, IL-6 и TNFa, являющихся традиционными маркерными цитокинами.

Из числа этих цитокинов и хемокинов IL-ip  или IL-6 становятся хорошими маркерами из-за более 
высокой пропорции сигнал/шум (S/N). Дополнительно М1Р-1а и МСР-1 проявляют относительно более 
высокое соотношение S/N, но соотношение МСР-1 для обнаружения агониста TLR3, а также частиц и 
микросфер относительно мало. См. [35] и [36].

Клетки ММ6-СА8 демонстрируют другую схему выработки цитокина и хемокина из клеток цельной 
крови. Клетки индуцируют значительное количество IL-8, RANTES, 11_-1[Зга, МСР-1, М1Р-1а и МIР-1 р в 
дополнение к традиционным маркерным цитокинам. Линия клеток IL-6 проявляет наивысшую пропор
цию S/N для обнаружения всех агонистов TLR и микросфер среди этих цитокинов и хемокинов. М1Р-1а, 
МIР-1 р и IL-1P также демонстрируют более высокое соотношение S/N, чем TNFa.

С учетом этого можно выбрать подходящий маркерный цитокин или хемокин в соответствии с 
клетками, используемыми в FICPT.

6.4.5 Описание метода НСРТ
Свежеотобранную гепаринизированную цельную кровь человека от здорового донора или крио- 

консервированную цельную кровь человека от нескольких доноров растворяют в физиологической апи- 
рогенной солевой или RMPI 1640 среде для клинического применения и объединяют с частью иссле
дуемого МИ прямым методом [63], либо при косвенном методе подходящее количество исследуемого 
раствора экстрагируют из изделия. После инкубации от 8 до 24 ч при температуре 37 °С в атмосфе
ре, подходящей для выбранной культуральной среды, требуемой методом исследования, количество

1) Немецкая коллекция микроорганизмов и клеточных культур (DSMZ; Cat. No. ACC 124), Брауншвейг, 
Германия.

2) Испытание на активацию моноцитов, CTL-MAT LLC, 20521, бульвар Шагрин, Шейкер-Хайтс, Кливленд, 
Огайо 44122-5350, США. Приведенная информация является примером коммерчески доступного подходящего про
дукта. Данная информация приводится для удобства пользователей данного документа и не является рекламой 
данного продукта со стороны ISO.

3) Доктор Юджи Хаишима, Отделение медицинских изделий, Национальный институт здравоохранения, 
1-18-1 Камийога, Сетагая-ку, Токио, 158-8501, Япония, haishima@hihs.go.jp. Приведенная информация является 
примером коммерчески доступного подходящего продукта. Данная информация приведена для удобства пользо
вателей данного документа и не является рекламой данного продукта со стороны ISO.
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маркерного цитокина, такого как IL-1 р, отражающее количество пирогена в соответствующем образце, 
измеряется посредством ELISA.

В случае линии миеломоноцитарных клеток человека клетки инкубируются в среде RPMI 1640, 
содержащей термоинактивированную фетальную бычью сыворотку и соответствующие добавки, такие 
как 2-меркаптоэтанол, HEPES, глютамин, неосновные аминокислоты, пируват натрия, бычий инсулин и 
антибиотики. Клетки стимулируются форболмиристатацетатом или кальцитриолом (1а, 25-дигидрокси- 
витамин D3). После инкубации на 72 ч со стимулирующим реагентом клетки помещают в 24-луночный 
планшет при 1 x 1 06 клеток/мл/лунок с частью исследуемого изделия при прямом методе или подходя
щим количеством исследуемого раствора, экстрагированного из изделия, при косвенном методе. После 
инкубации от 8 до 24 ч при температуре 37 °С в атмосфере, подходящей для выбранной культуральной 
среды согласно требованиям метода исследования, маркерный цитокин, выделенный из клеток в куль
туральную среду, определяется методом иммуноферментного анализа (ELISA).

ELISA является стандартным чувствительным и специфичным иммунным методом. Маркерный 
цитокин, такой как IL-1 (3 в исследуемом образце, располагается между моноклональным покрывающим 
антителом и помеченным поликлональным детекторным антителом. Несвязанные материалы удаляют
ся в процессе отмывки. Иммобилизованное антитело-детектор прямо или косвенно связывается с фер
ментом пероксидазы хрена, который, взаимодействуя с субстратом ТМВ (тетраметилбензидин), вы
зывает смену цвета от бесцветного к синему. Реакцию останавливают добавлением в раствор кислоты, 
которая вызывает изменение цвета от синего к желтому, что регистрируется фотометрическим методом 
при 450 нм с опорной длиной волны в 690 нм.

В каждом анализе получают кривую зависимости доза— эффект для количества продуцируемого 
маркерного цитокина и эндотоксина из Е. coli 0111 :В4 или другого подходящего стандарта, такого как 
эндотоксин Е. coli UKT-B, откалиброванный по международному эталонному стандарту ВОЗ из Е. coli 
0113:Н 10 [64]. Данная кривая зависимости доза— эффект должна содержать концентрацию в 0,5 EU/мл, 
соответствующую 50 пг/мл международного эталонного образца ВОЗ. Показатель считается пороговой 
концентрацией эндотоксина, вызывающей лихорадку у кролика. Данный порог был подтвержден иссле
дованием, проведенным в 2005 г., включавшим 171 кролика [40].

Методом НОРТ маркерный цитокин измеряется как общее количество, высвобождаемое из им
мунных клеток, отражающее содержание всех пирогенов, присутствующих в исследуемом образце.

Тем не менее результат, полученный методом НСРТ, оценивается конвертированием количества 
полученного маркерного цитокина в количество эндотоксина, так как эндотоксин является наисильней
шим пирогеном и критическое количество агонистов TLR, индуцирующих фебрильную реакцию, по
мимо эндотоксина пока не утверждено. Таким образом, подход к обнаружению пирогенности исследу
емого образца идентичен испытанию на бактериальные эндотоксины. Метод НСРТ имеет способность 
обнаруживать пирогены по высвобождению конкретных (целевых) цитокинов, что невозможно при ис
следовании методом на бактериальные эндотоксины.

С помощью метода НСРТ обнаруживают пирогены по высвобождению целевых цитокинов, что 
невозможно сделать методом на бактериальный эндотоксин.

Метод НСРТ не может быть использован вместо метода бактериального эндотоксина (LAL) для 
обычного контроля качества партий крупных готовых изделий/устройств на предмет наличия контами
нации бактериальным эндотоксином при отсутствии валидации с использованием экстракта из МИ. 
Обычно методы НСРТ in vitro требуют помещения небольшого плоского образца материала в малень
кую емкость для прямого испытания с цельной кровью человека. Методами НСРТ исследуют только 
очень небольшую определенную площадь материала, 2 см2, если в 24-луночном планшете [35], или в 
полипропиленовых пробирках объемом 1,5 мл для испытания на пирогенность [53]. Также существуют 
методы, основанные на экстракции. Контаминация бактериальным эндотоксином может происходить 
во многих изделиях, если они содержат ингредиенты/компоненты биологического происхождения, воду 
(кроме воды для инъекции или ингаляций), используют воду для производства изделия (например, вод
ное выщелачивание или замачивание, экструдирование) или обрабатываются с использованием воды 
(например, паровое автоклавирование, промывание). Для регулярного контроля качества больших пар
тий готовых стерильных изделий рекомендуется провести исследование экстрактов из них. Необходи
мо убедиться, что все потенциальные источники бактериального эндотоксина полностью исследованы 
методом на бактериальные эндотоксины. Само готовое изделие может быть очень большим и занима
ющим большую площадь поверхности, что может вызвать пирогенность в организме пациента, опосре
дованную материалом (например, примесями).
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Продукты крови человека представляют особую опасность, поэтому весь технический персонал 
должен пройти соответствующую подготовку по необходимым мерам предосторожности.

6.4.6 Характеристика метода НСРТ
Метод НСРТ имеет следующие преимущества по сравнению с исследованием пирогенности на 

кроликах и испытанием на бактериальные эндотоксины:
- не использует животных. Клетки получены из тканей человека, и, таким образом, нет необходи

мости в межвидовой экстраполяции;
- имеет более широкий спектр выявления пирогена по сравнению с испытанием на бактериаль

ные эндотоксины [75];
- доступен для исследования пирогенных контаминантов в определенных продуктах, не обнару

живаемых испытаниями на кроликах или на бактериальные эндотоксины (например, ингибиторы и сти
муляторы реакции LAL-тест, медикаменты, стимуляторы центральных или периферических механиз
мов регуляции температуры тела, вызывающие иммунные ответы у кроликов);

- позволяет испытывать твердые материалы непосредственно как исследуемый образец без ка
кой-либо экстракции, так как иммунные клетки распознают пирогены, как элюированные из исследуе
мого образца в культуральную среду, так и связанные с поверхностью [75]. Пирогены эффективно обна
руживаются без какой-либо предварительной обработки материалов, адсорбирующих эндотоксин [75].

Метод НСРТ имеет следующие недостатки:
- пирогены, опосредованные материалом, являются химическими веществами, которые обычно 

при своем действии не взаимодействуют с цитокиновой сетью для индуцирования фебрильной реак
ции, и маловероятно, что они обнаружатся этим методом;

- лекарства, взаимодействующие с моноцитами или макрофагами (например, антагонисты цито- 
киновых рецепторов, нефизиологические растворы, цитотоксичные агенты, рекомбинантные белки с 
цитокиновой активностью), или системы детекции (например, ревматоидные факторы) могут быть не 
обнаружены методом НСРТ;

- может быть не применимым к тканеинженерным продуктам, содержащим живые клетки, выде
ляющие цитокины и хемокины;

- при использовании метода НСРТ реакция на пироген может зависеть от донора образца крови 
или состояния клеток. В частности, на характеристики цельной крови влияют возраст и пол доноров, их 
генотип (например, генетические полиморфизмы в кодировании генов для Toll-подобных рецепторов, 
цитокиновых рецепторов), возможность инфицирования, суточных изменений, влияния диеты и других 
факторов, которые могут повлиять на чувствительность и специфичность цельной крови в исследова
ниях in vitro;

- трудности с транспортировкой цельной крови;
- применение метода НСРТ для исследования твердых образцов на пирогенность может быть 

проблематичным при рутинном контроле качества партий крупных готовых стерильных изделий;
- метод НСРТ на линиях миеломоноцитарных клеток человека имеет недостатки, связанные с 

его длительностью, стоимостью и техническими сложностями при предварительном культивировании и 
праймировании (обработка агентом) клеток.

6.4.7 Валидация НСРТ
Валидация НСРТ позволяет установить, может ли этот метод обнаружить другие пирогены, инду

цирующие фебрильную реакцию механизмом, отличающимся от сигнального пути TLR и фагоцитоза, 
включая пирогены, опосредованные материалом.

7 Заключение
В некоторых случаях метод НСРТ может являться хорошей альтернативой традиционным мето

дам исследования пирогенности (на кроликах и LAL-тест). Однако испытания на кроликах необходимы 
для обнаружения пирогенов, не выявляемых методом НСРТ, включая пирогены, опосредованные мате
риалом. Таким образом, важно, чтобы метод оценки пирогенности МИ/материалов был выбран исходя 
из цели исследования.
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