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Н А Ц И О Н А Л Ь Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т  Р О С С И Й С К О Й  Ф Е Д Е Р А Ц И И

Н АН О ТЕХНО ЛО ГИИ

Н аном атериал ы  д л я  и с п ы та н и й  в те ст-си сте м а х  /л vitro .
М етод  о пр ед е л ен и я  со д ер ж а н и я  э н д о то к с и н о в  с  и сп о л ь зо в а н и е м  л иза та  а м е б о ц и тов  Lim ulus

(Л А Л -тест)

Nanotechnologies. Nanomaterials for testing in assay systems in vitro. Method for determination of endotoxin using
Limulus amebocyte lysate (LAL-test)

Дата введ ения —  2016— 07— 01

1 Область применения
Настоящ ий стандарт распространяется на наноматериалы для испытаний в тест-системах in vitro 

и устанавливает метод определения содержания (количественной концентрации) эндотоксинов с ис­
пользованием лизата амебоцитов (ЛАЛ-тест). ЛАЛ-тест применим для водных суспензий или экстрак­
тов наноматориалов. пригодных для инкубирования при температуре 37 °С.

2 Термины и определения

В настоящ ем стандарте применены следую щ ие термины с  соответствующ ими определениями:
2.1 ко а гул о ге н  (coagulogen): Способный свертываться белок, в результате реакции которого с 

эндотоксинами при проведении ЛАЛ-теста происходит увеличение вязкости испытуемого раствора и 
образование плотного геля.

П р и м е ч а н и е  — Коагулоген получают из клеток крови японского мечехвоста ( Tachypleus tndentatus). Коа­
гулоген состоит из 175 аминокислот. Молекулярная масса коагупогена — 19723 [7].

2.2 ко а гул и н  (coagulin): Ф рагмент коагулогена. образующ ийся в результате протеолиза коагуло- 
гена и свертывающ егося фермента при проведении ЛАЛ-теста.

П р и м е ч а н и е  — Коагулин получают из клеток крови японского мечехвоста (Tachypleus tridantatus). Коа­
гулин состоит из N-концевых фрагментов пептидов (Ala 1 — Arg 18) и С-концевых фрагментов пептидов (Gly47 — 
Phe 175)(71.

2.3 э н д о то кс и н  (endotoxin). Компонент наружной части клеточной мембраны грамотрицательных 
бактерий.

П р и м е ч а н и е  — Основным активным компонентом эндотоксинов являются липополисахариды (ЛПС).

2.4 единица  эн дотоксина : ЕЭ (endotoxin unit; EU): Стандартная единица активности эндотоксинов.

П р и м е ч а н и я
1 Комитетом экспертов по стандартизации биологических препаратов (КЭСБП) Всемирной организации 

здравоохранения (ВОЗ) в 1996 году установлено значение ЕА. соответствующее 0.1 нг или 10 ЕЭ/нг эндотоксинов 
кишечной палочки (Escherichia coli) Американского национального стандарта эндотоксина (АНСЭ) [8].

2 Одна ЕЭ соответствует одной международной единице (ME) эндотоксина.

2.5 ч у в с т в и т е л ь н о с т ь  Л А Л -р еа кти в а  /. ( la m b d a .).): Значение концентрации эндотоксинов, заяв­
ленное изготовителем и используемое при вычислениях в гель-тромб тесте, при построении стандарт­
ной кривой в турбидиметрических и хромогенных методах, выраженное в ЕЭ/мл.

И здание оф ициальное
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2.6 л и за т  а м е б о ц и то в  L im u lus ; ЛАЛ-реактив (Limulus am ebocyte lysate; LAL): Водная вытяжка 
из клеток крови (амебоцитов) мечехвоста Limulus polyphemus (ЛАЛ-реактив) или Tachypleus tridentatus 
(ТАЛ-реактив).

2.7 м етод  о пр ед е л ен и я  со д ер ж а н и я  э н д о то кс и н о в  с  и сп о л ь зо в а н и е м  л иза та  а м е б о ц и тов
Lim ulus: ЛАЛ-тест (Limulus amebocyte lysate test; l_AL test); Способ определения количественной кон­
центрации бактериальных эндотоксинов в испытуемом материале с  применением ЛАЛ-реактива.

П р и м е ч а н и е  — ЛАЛ-тест имеет другое наименование «Испытание на бактериальные эндотоксины»
(БЭТ).

2.8 о п ти ч е ска я  п л о тн о сть ; ОП (optical density; OD): Величина, равная десятичному логариф му 
величины, обратной коэф ф ициенту пропускания.

2.9 и сп ы туе м а я  п роб а  (test sample); Водная суспензия или экстракт наноматериала, являю щ и­
еся объектом испытания.

3 Обозначения и сокращения

В настоящ ем стандарте применены следующ ие обозначения и сокращения;

АНС Э (RSE)
БЭТ (ВЕТ)
ВОЗ (W HO)
ЕЭ (EU)
И/A  (I/EC)
КСЭ (CSE)
КЭСБП (ECBS) 
ЛАЛ-реактив (LAL) 
ЛПС (LPS)
НСЭ (EF)
ОП (OD)

—  Ам ериканский национальный стандарт эндотоксина;
—  испытание на бактериальные эндотоксины;
—  Всемирная организация здравоохранения;
—  единица эндотоксина;
—  ингибирование или активация реакции ЛАЛ-реактива с  эндотоксинами;
—  контрольный стандарт эндотоксина;
—  Комитет экспертов ВОЗ по стандартизации биологических препаратов;
—  лизат амебоцитов Limulus:
—  липополисахарид;
—  предметы или вещества, не содержащ ие эндотоксинов;
—  оптическая плотность.

4 Общие требования

4.1 Х ранение  нано м атер и ал о в

Наноматериалы, благодаря больш ой удельной площ ади поверхности, могут адсорбировать за­
грязняющ ие вещества, в том  числе эндотоксины. Д о  проведения испытаний наноматериалы следует 
хранить в  герметичных контейнерах, не содержащ их эндотоксинов (далее —  НСЭ), например, в  сте­
рильны х стеклянны х контейнерах. Для проверки контейнеров на содержание эндотоксинов применяют 
порош ки оксидов металлов или металлоидов, например двуокись титана, диоксид кремния НСЭ.

П р и м е ч а н и я
1 Для хранения наноматериалов не допускается применять контейнеры из полипропилена. Полипропилен 

является мешающим фактором и оказывает влияние на результаты ЛАЛ-теста (см. приложение А).
2 Порошки оксидов металлов и металлоидов, не содержащие эндотоксины, получают путем термической 

обработки (см. 4.2).

4.2 К о н те й н е р ы  д л я  хр а н е н и я  н а ном атери ал ов

Хранение наноматериалов и испытуемых проб осущ ествляют в герметичных контейнерах НСЭ. 
Для удаления эндотоксинов контейнеры подвергают термической обработке при температуре не менее 
250 °С в течение 30 мин. Допускается для хранения наноматериалов и испытуемых проб применять 
стерильные контейнеры из полистирола однократного применения.

4.3 О бращ ение  с  наном атери ал ам и

Для испытаний применяют наноматвриалы НСЭ. В процессе отбора, подготовки проб и прове­
дения испытаний следует применять меры, предотвращ ающ ие загрязнение наноматериалов эндоток­
синами. содержащ имися в воздухе окружающ ей среды. Требования к условиям проведения отбора, 
подготовки проб и испытаний установлены в 6.5.
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5 Испытуемая проба

5.1 В од ная  с усп е н зи я  наном атери ала

В качество испытуемой пробы в ЛАЛ-тесте применяют водную суспензию, полученную путем дис­
пергирования пробы наноматериала в воде для ЛАЛ-теста НСЭ.

5.2 Э кстр а кт  наном атери ала

В качестве испытуемой пробы в ЛАЛ-тесте применяют экстракт наноматериала, полученный пу­
тем экстрагирования пробы наноматериала в экстрагирующ ем растворе (например, ф изиологическом 
растворе).

6 Приготовление испытуемой пробы

В программах и методиках испытаний должны  быть установлены требования к приготовлению 
испытуемых проб. Сведения о применяемых методах отбора и подготовки пробы регистрируют в про­
токоле испытаний.

6.1 М етод  д и с п е р ги р о в а н и я

Приготовление испытуемой пробы методом диспергирования выполняют с  учетом цели испыта­
ний и требований, установленных для испытаний с использованием конкретной тест-системы in vitro. 
Пробу наноматериала измельчают вручную, механизированным способом или ультразвуком, затем 
диспергирую т в воде для ЛАЛ-теста НСЭ.

П р и м е ч а н и е  — Следует учитывать, что процесс диспергирования может быть затруднен вследствие 
наличия у наноматериалов таких характеристик, как большая удельная площадь поверхности, пористость, 
гидрофобность.

6.2 М етод  э кстр а ги р о в а н и я

Приготовление испытуемой пробы методом экстрагирования выполняют с учетом требований, 
установленных для испытаний с использованием конкретной тест-системы in vitro. Экстрагирующ ие 
растворы, время и температура инкубирования, концентрация испытуемой пробы должны соответство­
вать требованиям, установленным для испытаний с использованием конкретной тест-системы in vitro. 
Для контроля значений pH не рекомендуется применять ф еноловый красный индикатор, влияющ ий на 
цвет раствора. Контроль значений pH следует выполнять с  применением буф ерных растворов. Для 
подготовки испытуемой пробы допускается применять готовые сертиф ицированные или самостоятель­
но приготовленные из реактивов НСЭ экстрагирующ ие растворы НСЭ. Во избежание роста бактерий 
и плесневых грибов допускается в экстрагирую щ ие растворы добавлять антибиотики и фунгициды. 
Следует учитывать, что применяемые антибиотики и ф унгициды могут являться меш аю щ ими факто­
рами и оказы вать влияние на результаты ЛАЛ-теста (см. 7.3.3). После проведения экстрагирования 
полученную смесь центриф угируют с  целью удаления частиц. Образовавш ийся супернатант переносят 
с  помощ ью пипеток в пробирки или контейнеры. О тобранный супернатант представляет собой экстракт 
наноматериала.

П р и м е ч а н и я
1 Для удаления эндотоксинов со стекловолоконных фильтров, применяемых для фильтрации проб, можно 

использовать 0,05% полиоорбат 20 [9].
2 Для удаления эндотоксинов из углеродных наноматериалов рекомендуется применять поверхностно-ак­

тивные вещества, например раствор витамина Е массовой долей 0.1% (d-a-токоферол полиэтиленгликоль-1000 
сукцината) [10].

3 При приготовлении испытуемой пробы методом экстрагирования допускается использовать дополнитель­
ные сведения [1].

6.3 К он ц е н тр а ц и я  наном атери ал а  в и с п ы ту е м о й  пр о б е

Концентрация намоматериала в испытуемой пробе должна быть максимально высокой и соот­
ветствовать требованиям, установленным для испытаний с  использованием конкретной тест-системы
in vitro.
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6.4 Х ранен ие  и с п ы ту е м о й  п р о б ы

Во избежание разруш ения эндотоксинов и/или роста бактерий приготовление испытуемой пробы 
рекомендуется осущ ествлять непосредственно перед проведением ЛАЛ-теста.

В случае если сразу провести ЛАЛ-тест невозможно, то хранение испытуемой пробы осущ ествля­
ют в стерильных герметичных контейнерах (см. 4 .2) при температуре от 2 до  8 '"С. В случае хранения 
испытуемой пробы более 24 ч выполняют проверку ее стабильности и однородности. Требования к 
хранению  испытуемых проб должны бы ть установлены в программах и методиках испытаний.

6.5 У сл ов ия  пр о в е д е н и я  отбора , п о д го то в ки  п р о б  и и с п ы та н и й

6.5.1 В о зд у х  о кр уж а ю щ е й  ср е д ы
Требования к чистоте воздуха окружающ ей среды в рабочих зонах и помещ ениях в целом, пред­

назначенных для проведения отбора, подготовки проб и испытаний, должны бы ть установлены в про­
граммах и методиках испытаний.

О тбор, подготовку проб и испытания следует проводить в вытяжном ш каф у или помещ ениях, о с ­
нащ енных оборудованием, обеспечивающ им класс чистоты 5 ИСО (2] —  [4].

6.5.2 П осуда, о б о р уд о в а н и е  и м а териал ы
Для отбора, подготовки проб и проведения испытаний используют посуду, оборудование и мате­

риалы НСЭ. Для удаления эндотоксинов посуду, оборудование и материалы подвергают термической 
обработке при температуре не менее 250 °С в течение 30 мин. Термическую  обработку посуды, обо­
рудования и материалов допускается выполнять при других значениях температуры, например про­
водить термическую  обработку при температуре 180 X  в течение 3 ч или при температуре 650  °С в 
течение 1 мин. Требования к условиям термической обработки посуды, оборудования и материалов 
должны быть установлены в програм мах и методиках испытаний. Посуду, оборудование и материалы, 
непригодные для термической обработки, вымачивают в растворе щелочи или кислоты, затем промы­
вают водой и проверяют на содержание эндотоксинов. Требования к обработке посуды, оборудования 
и материалов щ елочью или кислотой должны бы ть установлены в программах и методиках испытаний. 
Допускается применять стерильные пластмассовые посуду и оборудование (например, контейнеры, 
пробирки, наконечники для микропипеток) однократного применения.

П р и м е ч а н и е  — Пластмассовые материалы, посуда и оборудование, применяемые для отбора, подго­
товки проб и проведения испытаний, должны быть изготовлены из полистирола.

6.5.3 В ода, и сп о л ьзуе м а я  д л я  п р о м ы в ки  п о с у д ы , о б о р уд о в а н и я  и м атериал ов
Посуду, оборудование и материалы после обработки растворами щелочи или кислоты промывают 

дистиллированной водой НСЭ [11].

7 Методы испытаний

7.1 С ущ н о сть  Л А Л -теста

Эндотоксины, активируя ф актор в ЛАЛ-реактиве. запускают протеолитический каскад  [12]. С вер­
тывающ ий фермент, высвобождаемый из проф ермента одним из активных ф акторов, катализирует 
протеолиз коагулогена в ЛАЛ-реактиве. Образующиеся в результате протеолиза фрагменты коагулоге- 
на —  коагулины —  взаимодействуют друг с другом посредством дисульф идны х связей, вызывая помут­
нение прозрачного испытуемого раствора и увеличение его вязкости вплоть до  ф ормирования плотного 
геля. Образование плотного геля служит индикатором наличия в испытуемой пробе эндотоксинов. Про­
водимый таким образом анализ называют гель-тромб тестом. Результат испытаний наноматериалов 
гель-тромб тестом (образование плотного геля, который не разрушается при аккуратном однократном 
переворачивании пробирки) определяют визуально.

Гель-тромб тест —  наиболее простой и экономичный метод испытаний, при проведении которого 
не требуется применение спектроф отометра. Чувствительность гель-тромб теста с использованием го­
товых реактивов составляет 0,015 ЕЭ/мл. Гель-тромб тест является основным методом испытаний по 
выявлению наличия и определению количественной концентрации эндотоксинов в наноматериалах. 
Допускается проводить испытания наноматериалов альтернативными методами при условии, что ре­
зультаты не противоречат результатам основного метода.

П р и м е ч а н и е  —  Описание гель-тромб теста приведено в приложении В.
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7.2 А л ь те р н а ти в н ы е  м е то д ы  и с п ы та н и й
7.2.1 С ущ н о сть  ф о то м е тр и че ски х  м е то д о в  п о  ко н е ч н о й  точке
В ф отометрических методах по конечной точке измеряют оптическую  плотность (О П) испытуемых 

растворов к концу инкубационного периода. Фотометрические методы подразделяют на хромогенный 
метод по конечной точке и турбидиметрический метод по конечной точке. Хромогенный метод по конеч­
ной точке основан на количественной зависимости концентрации эндотоксинов от количества хромо­
ф ора. п-нитроанилина (p-NA), высвободивш егося из хромогенного субстрата Boc-Leu-G ly-Arg-p-NA или 
Boc-Thr-G ly-Arg-p-NA к концу инкубационного периода. Турбидиметрический метод по конечной точке 
основан на количественной зависимости концентрации эндотоксинов от степени мутности (поглощение 
или пропускание) испытуемого раствора в конце инкубационного периода. Недостатками турбидиме- 
трического метода по конечной точке являются низкая чувствительность и сложность остановки реак­
ции в заданный момент времени. Поэтому для определения концентрации эндотоксинов в наноматери­
алах целесообразнее использовать турбидиметрический кинетический метод (см. 7.2.2). Значение ОП 
p-N A в испытуемых растворах измеряют при длине волны 405 нм. Интенсивность окраски испытуемых 
растворов в пурпурный цвет диазотированным производным p-N A измеряют при длине волны от 540 
до 550 нм.

Чувствительность ф отометрических методов по конечной точке с  использованием готовых реак­
тивов при измерении значений ОП p-N A при длине волны 405 нм составляет 0,01 ЕЭ/мл. при измере­
нии интенсивности окраски испытуемых растворов в пурпурный цвет диазотированным производным 
p-N A — 0.001 ЕЭ/мл.

П р и м е ч а н и е  — Описание фотометрического метода по конечной точке (хромогенного метода по конеч­
ной точке) приведено в приложении С.

7.2.2 С ущ н ость  ки н е ти ч е с ки х  м етодов
Кинетические методы подразделяют на турбидиметрический кинетический метод и хромогенный 

кинетический метод. В процессе испытаний кинетическими методами измеряют время, необходимое 
для достижения заданного значения ОП. или степени мутности, или скорость окраш ивания испытуемых 
растворов. Измерения выполняют спектроф отометром или микропланш етным ф отометром. Значения 
ОП p-NA. или скорость окраш ивания, или степень мутности испытуемых растворов в ходе испытаний 
регистрируют несколько раз через заданные интервалы времени. Д ля определения концентрации эн­
дотоксинов в наноматериале применяют измерительные системы, с  помощ ью которых можно одно­
временно инкубировать испытуемые растворы, измерять ОП и выполнять обработку результатов. Чув­
ствительность кинетических методов с  применением измерительных систем составляет 0,001 ЕЭ/мл.

П р и м е ч а н и е  —  Описание кинетических методов приведено в приложении D.

7.3 В ы б о р  метода и с п ы та н и й  и ф а кто р ы , в л и я ю щ и е  на д о с то в е р н о с ть  резул ьтатов
и с п ы та н и й

7.3.1 М и н и м ал ьн о е  зн ачени е  ч у в с тв и те л ь н о с ти  Л А Л -теста
В программах и методиках испытаний устанавливают минимальное значение чувствительности 

ЛАЛ-теста, которое должно бы ть на уровне или выше предельно допустимого значения концентрации 
эндотоксинов в наноматериале, установленного для испытаний с  использованием конкретной тест- 
системы in vitro. Предельно допустимое значение концентрации эндотоксинов в наноматериале уста­
навливают с целью обеспечения при испытании в тест-системах in vitro протекания необходимых био­
логических реакций и в зависимости от требований, предъявляемых к испытаниям с  использованием 
конкретной тест-системы in vitro. Например, эндотоксины концентрацией 0.01 нг/м л вызывают в макро­
ф агах человека образование цитокинов IL-1P и TNF-a (13), а эндотоксины концентрацией 0.048 нг/мл 
вызывают только незначительные биологические реакции в дендритны х или мононуклеарных клетках 
периф ерической крови человека (13).

Выбор метода для проведения ЛАЛ-теста осущ ествляют с  учетом предельно допустимого значе­
ния концентрации эндотоксинов в наноматериале, установленного для испытаний с использованием 
конкретной тест-системы in vitro.

7.3.2 М еш аю щ ие ф а кто р ы
7.3.2.1 В некоторых наноматериалах определить количественную концентрацию  эндотоксинов 

ЛАЛ-тестом невозможно вследствие наличия меш аю щ их ф акторов, оказываю щ их влияние на ингиби­
рование (замедление) или активацию  (усиление) реакции ЛАЛ-реактива с  эндотоксинами (И/А).
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П р и м е ч а н и е  — Примеры мешающих факторов, оказывающих влияние на результаты ЛАЛ-теста при­
ведены в приложении А.

7.3.2.2 При проведении испытаний фотометрическими методами по конечной точке или кинети­
ческими методами следует учитывать возможность влияния наноматериалов на цвет и мутность ис­
пытуемых растворов. Метод испытаний следует выбирать с  учетом оптических характеристик наном а­
териала.

7.3.3 В ы я в л е н и о  м еш аю щ и х ф а кто р о в
7.3.3.1 Д ля выявления меш ающ их ф акторов (контроль И/A ) проводят испытания на серии рас­

творов. Для испытаний применяют испытуемую  пробу и растворы  для контроля И /A. приготовленные 
путем разведения испытуемой пробы с  контрольным стандартом эндотоксина (КСЭ). С равнивая ре­
зультаты реакции ЛАЛ-реактива с раствором КСЭ в воде для ЛАЛ-теста и растворами с испытуемой 
пробой, выявляют наличие меш ающ их ф акторов.

П р и м е ч а н и я
1 Методы испытаний, применяемые для подтверждения наличия или отсутствия мешающих факторов, при­

ведены в приложениях В. С и D.
2 Для подтверждения наличия или отсутствия мешающих факторов допускается применять дополнитель­

ные методы испытаний, приведенные в действующих фармакопеях [26] — [28].

7.3.3.2 Испытуемые растворы должны иметь pH в пределах, указанных изготовителем 
ЛАЛ-реактива. обычно 6,0-8,0. И змерение pH выполняют в растворах, содержащ их испытуемую  пробу 
и ЛАЛ-реактив. В случае необходимости pH доводят до  заданного значения растворами кислоты, осно­
вания или буф ерным раствором.

П р и м е ч а н и я
1 Для достижения заданного значения pH испытуемых растворов можно использовать буферный раствор 

на основе трис(гидроксиметил)аминометана. 0.1 н гидроксид натрия (NaOH) или 0.1 н соляную кислоту (HCI) НСЭ.
2 Следует учитывать, что соли, образующиеся в результате процесса доведения pH испытуемых растворов 

до заданных значений, могут являться мешающими факторами (см. приложение А).

7.4 П роведени е  и с п ы та н и й

Испытания проводят по соответствующ им программам и методикам. Испытания можно проводить 
лю бы м из методов, приведенных в настоящ ем стандарте. Методы, приведенные в настоящем стандар­
те, описаны в действую щ их ф армакопейных статьях и Европейской ф армакопеи.

8 Требования к обработке результатов испытаний

8.1 О бщ ие тре б о ва ни я

Обработку результатов выполняют с учетом характеристик наноматериалов и ф акторов, влияю ­
щих на результаты испытаний. В процессе испытаний должны быть подтверждены достоверность и точ­
ность попученных резупьтатов. в том чиспе заявленная изготовителем чувствительность ЛАЛ-реактива 
и отсутствие меш аю щ их ф акторов, оказы ваю щ их влияние на результаты ЛАЛ-теста. Полученные ре­
зультаты испытаний регистрируют в протоколе.

8.2 Р еком ендац ии  п о  устр а н е н и ю  м еш аю щ и х ф а кто р о в

8.2.1 Если меш ающ ие факторы нельзя устранить путем разведения или обработки испытуемой 
пробы, то испытание наноматериала по определению концентрации эндотоксинов ЛАЛ-тестом не про­
водят.

8.2.2 В случае если невозможно избежать загрязнения испытуемой пробы эндотоксинами, ее об ­
рабатывают полимиксином В [15], [16].

8.2.3 Испытуемые растворы не должны содержать р-1.3-глюкам ((V1.3-глюкан встречается в дрож­
жах, грибах и других микроорганизмах). При испытаниях наноматериалов ЛАЛ-тестом [5-1,3-глюкам 
является меш ающ им ф актором, вступающим в реакцию с ЛАЛ-реактивом и активирую щ им реакцию 
ЛАЛ-реактива с эндотоксинами [12]. При подозрении на наличие |V1,3-глюкана в испытуемых растворах 
следует применять ЛАЛ-реактивы . не вступаю щ ие в реакцию с ( И  .3-глюканом.

6



Г О С Т Р  ИСО 29701— 2015

9 Требования к протоколу испытаний

9.1 В протоколе указывают сведения о  применяемых методах, средствах и условиях проведения 
испытаний.

9.2 В протокол включают:
a) результаты испытаний;
b ) описание метода или методов испытаний;
c) описание испытуемого наноматериала;
d) описание методов отбора и подготовки проб, условий хранения испытуемой пробы и сведения 

об условиях проведения испытаний;
e) описание ЛАЛ-реактиеа (торговое наименование, код изготовителя, номер партии и дата изго­

товления. чувствительность и т.д.);
0  описание КСЭ (торговое наименование, код изготовителя, номер партии и дата изготовления, 

активность и тщ.);
д) результаты подтверждения достоверности испытаний, включая описание влияния мешающих 

ф акторов на результаты испытаний.

П р и м е ч а н и е  — В протсжол испытаний допускается включать дополнительные сведения (1J.
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Приложение А 
(справочное)

П ри м е р ы  м еш аю щ и х ф а кто р о в , о ка зы в а ю щ и х  в л и я н и е  на  р е зул ьта ты  Л А Л -теста

А.1 Ингибирование

Факторы, ингибирующие (замедляющие) реакцию ЛАЛ-реактива с эндотоксинами:
А.1.1 Соли: ацетат натрия (CHjCOONa). 0.3 моль: натрий углекислый кислый (NaHC03). 0.1 моль: хлористый 

калий (KCI). 50 ммоль; хлористый натрий (NaCI), 0.6 моль (17).

П р и м е ч а н и е  — Данный мешающий фактор устраним. Разведение испытуемой пробы устраняет инги­
бирование реакции.

А.1.2 Гепарин (18).

П р и м е ч а н и е  —  Данный мешающий фактор устраним. Добавление в испытуемую пробу буферного рас­
твора НСЭ. содержащего катионы натрия (Na*) и кальция (Са2*) устраняет ингибирование реакции.

А. 1.3 Ионы металлов: ионы железа (Fe2* и Fe3<). ионы хрома (Сг3*), ионы алюминия (А!3*) (19). (20).

П р и м е ч а н и е  — Данный мешающий фактор не устраним. Добавление в испытуемую пробу натриевой 
соли этилендиаминтетрауксусной кислоты (Na-ЭДТА) частично активирует реакцию.

А.1.4 Пластмассы (полипропилен) (21).
А. 1.5 Вещества, модифицированные четвертичными соединениями аммония (22).
А 1.6 Фильтры из эфиров целлюлозы (23).
А 1.7 Ингибиторы протеаз (24).
А 1.8 Полисорбат 20 (25).

П р и м е ч а н и е  — Данный мешающий фактор устраним. Разведение испытуемой пробы устраняет инги­
бирование реакции.

А.2 Активация
Факторы, активирующие (усиливающие) реакцию ЛАЛ-реактива с эндотоксинами:
А.2.1 4Na-3flTA(19).

П р и м е ч а н и я
1 Механизм действия полностью не изучен.
2 Ингибирование или активация реакции не наблюдается при содержании в испытуемой пробе 2Na-3flTA 

или ЗЫа-ЭДТА менее 0.5 ммоль. Наличие в испытуемой пробе высокой концентрации Na-ЭДТА вызывает ингиби­
рование реакции в ЛАЛ-тесте (19).

8
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Приложение В 
(справочное)

Ге л ь -тр о м б  тест

В.1 Общие сведения

В настоящем приложении приведено описание гель-тромб теста с применением ЛАЛ-реактива.

В.2 Реактивы

В.2.1 ЛАЛ-реактив с заявленной чувствительностью А. предназначенный для гель-тромб теста.
В.2.2 Вода для ЛАЛ-теста НСЭ.
В.2.3 Лиофипизированный КСЭ1*.

П р и м е ч а н и е  — Допускается использовать л ио фи лизированные ЛАЛ-реактивы. приготовленные само­
стоятельно в соответствии с инструкцией изготовителя или приобретенные и готовые к применению.

В.З Оборудование

В.3.1 Стеклянные пробирки НСЭ, посуда НСЭ, контейнеры из полистирола НСЭ для приготовления испыту­
емых растворов.

П р и м е ч а н и я
1 Подготовку посуды, оборудования и материалов, применяемых в гель-тромб тесте, проводят в соответ­

ствии с 6.5.2.
2 Оборудование, материалы, контейнеры и флаконы с веществами НСЭ. применяемые в гель-тромб тесте, 

маркируют как апирогенные.

В.3.2 Штативы для пробирок.
В.3.3 Пипетки, автоматические пипетки, наконечники пипеток, шприцы однократного или многократного при­

менения НСЭ.
В.3.4 Водяная баня с непроточной водой или термостат для инкубирования, обеспечивающие поддержание 

температуры (37±1) ”С.
В.3.5 Вихревой миксер.
В.3.6 Хронометр или другое средство для измерения времени.

В.4 Приготовление испытуемых растворов

В.4.1 Приготовление базового раствора эндотоксинов
Для приготовления базового раствора эндотоксинов применяют лиофипизированный КСЭ. Содержимое 

флакона с КСЭ разбавляют водой для ЛАЛ-теста НСЭ. Разведение и хранение КСЭ осуществляют в соответствии 
с инструкцией изготовителя.

В.4.2 Приготовление стандартных растворов эндотоксинов
Стандартные растворы эндотоксинов получают путем разведения базового раствора эндотоксинов водой 

для ЛАЛ-теста НСЭ. Стандартные растворы эндотоксинов должны содержать КСЭ концентрацией 0,25л, 0.5А, 1/. 
и 2/.. С целью минимизации ошибок при аликвотировании следует учитывать, что получаемые стандартные рас­
творы (при любом факторе разведения базового раствора) должны содержать КСЭ. разбавленный водой не более 
чем в 10 раз.

В.5 Приготовление растворов для контроля И/А

Растворы для контроля И/A  готовят путем смешивания КСЭ с неразведанной испытуемой пробой. Растворы 
для контроля И/А должны содержать КСЭ концентрацией 0,25/.. 0.5л. 1л и 2л. В растворе для контроля И/A содер­
жание КСЭ не должно превышать 5 % общего объема раствора, то есть при общем объеме раствора для контроля 
И/А 1.0 мл содержание КСЭ не должно превышать 50 мкл.

В.6 Приготовление испытуемой пробы
Испытуемую пробу готовят путем разведения пробы наноматериала с водой для ЛАЛ-теста НСЭ. Для испы­

таний готовят серию растворов с фактором разведения 2. 4. 8 или бопее (при необходимости).

1> Активность КСЭ установлена по Международному стандарту эндотоксина ВОЗ, который соответствует 
АНСЭ, установленному Управлением по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и лекарственных 
средств США.
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В.7 Проведение испытаний
В.7.1 Подтверждение заявленной чувствительности ЛАЛ-реактива
В.7.1.1 Воду для ЛАЛ-теста НСЭ (отрицательный контроль), стандартные растворы эндотоксинов (водные 

растворы, содержащие КСЭ концентрацией 0.25/.. 0.5л. 1А или 2/.) добавляют в пробирки с ЛАЛ-реактивом и пере­
мешивают. Число повторностей для всех испытуемых растворов — четыре.

В.7.1.2 Пробирки с испытуемыми растворами инкубируют при температуре (37 ± 1) "С в течение (60 ± 2) мин. 
Во время инкубирования следует избегать вибрации и ударов.

В.7.1.3 По истечении указанного срока каждую пробирку проверяют визуально и регистрируют результаты 
как положительные, так и отрицательные. Результат считают положительным, если произошло образование плот­
ного геля, который не разрушается при аккуратном однократном переворачивании пробирки на 180'. Результат 
считают отрицательным, если образование плотного геля не произошло или образован неплотный гель.

В.7.1.4 Результаты испытаний считают достоверными, если получены отрицательные результаты во всех по­
вторностях для отрицательного контроля и стандартного раствора эндотоксинов, содержащего КСЭ концентрацией 
0.25 А.

В.7.1.5 Конечной точкой реакции для каждой из повторностей стандартных растворов эндотоксинов являет­
ся положительный результат, полученный для раствора с наименьшей концентрацией КСЭ. Среднегеометрическое 
значение чувствительности ЛАЛ-реактива. с. в конечной точке реакции вычисляют по формуле

с = antilog I — ) (В.1)

где с — среднегеометрическое значение чувствительности ЛАЛ-реактива;
1в — сумма логарифмов концентраций КСЭ в конечной точке реакции в каждой из повторностей; 

f  —  число повторностей.

В.7.1.6 Заявленную чувствительность ЛАЛ-реактива считают подтвержденной и используют в дальнейших 
вычислениях в том случае, если полученное среднегеометрическое значение чувствительности ЛАЛ-реактива на­
ходится в пределах от 0.5 до 2/..

П р и м е ч а н и е  — Рекомендуется проверять заявленную чувствительность ЛАЛ-реактива в каждой новой 
партии

В.7.2 Подтверждение достоверности результатов испытаний
В.7.2.1 Воду для ЛАЛ-теста НСЭ (отрицательный контроль), стандартные растворы эндотоксинов (водные 

растворы, содержащие КСЭ концентрацией 0,25/.. 0.5/.. 1а или 2/.), растворы для контроля И/A с содержанием КСЭ 
концентрацией 0.25А. 0.5/., 1>. и 2/. и испытуемую пробу добавляют в пробирки с ЛАЛ-реактивом и перемешивают. 
Число повторностей для отрицательного контроля и стандартных растворов эндотоксинов — две, растворов для 
контроля И/A и испытуемой пробы — четыре.

В.7.2.2 Испытания проводят в соответствии с В.7.1.2 и В.7.1.3.
В.7.2.3 Результаты испытаний считают достоверными, если получены отрицательные результаты во всех по­

вторностях для отрицательного контроля и испытуемой пробы, среднегеометрическое значение чувствительности 
ЛАЛ-реактива находится в пределах от 0.5 до 2А. подтвержденное результатами испытаний стандартных растворов 
эндотоксинов.

П р и м е ч а н и е  — При наличии эндотоксинов в испытуемой пробе ее разбавляют до получения раствора с 
содержанием эндотоксинов ниже уровня, определяемого ЛАЛ-тестом.

В.7.2.4 Среднегеометрическое значение концентрации эндотоксинов в конечной точке реакции в растворах 
для контроля И/А вычисляют по формуле (В.1). приведенной в В.7.1.5. Полученное среднегеометрическое значе­
ние должно находиться в пределах от 0.5 до 2л.

В.7.2.5 В случае если среднегеометрическое значение концентрации эндотоксинов в конечной точке реак­
ции в растворах для контроля И/A выходит за пределы вышеуказанного диапазона, то испытания проводят по­
вторно. выполнив дополнительное разведение испытуемой пробы. Заявленную чувствительность ЛАЛ-реактива 
корректируют путем разбавления испытуемой пробы, устраняя, таким образом, факторы, мешающие проведению 
ЛАЛ-теста.

В.7.2.6 Мешающие факторы могут быть устранены при соответствующей обработке испытуемой пробы, на­
пример при фильтрации, нейтрализации, диализе или температурной обработке.

В.7.2.7 Если мешающие факторы нельзя устранить путем разведения или обработки испытуемой пробы, то 
испытание наноматериала по определению концентрации эндотоксинов гель-тромб тестом не проводят.

В.7.3 Анализ испытуемой пробы
В.7.3.1 Воду для ЛАЛ-теста НСЭ (отрицательный контроль), растворы для контроля И/A (например, испы­

туемая проба, содержащая КСЭ концентрацией 2).). стандартные растворы эндотоксинов (растворы, содержащие 
КСЭ концентрацией 0.25А, 0.5/.. 1/. и 2а) и испытуемая проба (неразведенная испытуемая проба и растворы испы-
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туемой пробы, разведенной с водой для ЛАЛ-твста НСЭ с фактором разведения 2. 4. 8) добавляют в пробирки с 
ЛАЛ-реактивом и перемешивают. Число повторностей для всех испытуемых растворов — две.

В.7.3.2 Испытания проводят в соответствии с В.7.1.2 и В.7.1.3.
В.7.3.3 Результаты испытаний считают достоверными, если:
a) получены отрицательные результаты во всех повторностях для отрицательного контроля;
b ) получены положительные результаты во всех повторностях для растворов для контроля И/А:
c) среднегеометрическое значение концентрации эндотоксинов в конечной точке реакции в стандартных рас­

творах находится в пределах от 0,5 до 2А.
В.7.3.4 Конечной точкой реакции является положительный результат, полученный для испытуемой пробы 

с наибольшим фактором разведения. Значение концентрации эндотоксинов в неразведенной испытуемой про­
бе определяют путем умножения значения концентрации эндотоксинов в конечной точке на значение заявлен­
ной чувствительности ЛАЛ-реаюива (или значение, полученное в результате корректировки чувствительности 
ЛАЛ-реактива).

В.7.3.5 Среднегеометрическим значением концентрации эндотоксинов считают значение концентрации эн­
дотоксинов в конечной точке реакции в испытуемой пробе.

В.7.3.6 Если во всех повторностях для испытуемой пробы получены отрицательные результаты, то значение 
концентрации эндотоксинов в испытуемой пробе менее значения заявленной чувствительности ЛАЛ-реактива (или 
значения, полученного в результате корректировки чувствительности ЛАЛ-реактива).

В.7.3.7 Если во всех повторностях для испытуемой пробы получены положительные результаты, то значе­
ние концентрации эндотоксинов в испытуемой пробе является равным или более произведения значения, полу­
ченного при испытании раствора с наибольшим фактором разведения, и значения заявленной чувствительности 
ЛАЛ-реактива (или значения, полученного в результате корректировки чувствительности ЛАЛ-реактива).

11
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Приложение С 
(справочное)

Ф о то м е тр и ч е ски й  м етод  п о  ко н е ч н о й  то чке  (х р о м о ге н н ы й  м етод  п о  ко н е ч н о й  точке)

С.1 Общие сведения

В настоящем приложении приведено описание фотометрического метода по конечной точке с использовани­
ем ЛАЛ-рвактива с хромогенным субстратом Boc-Leu-Gly-Arg-p-NA или Boc-Thr-Gly-Arg-p-NA (хромогенный метод 
по конечной точке). Количественное содержание p-NA в растворе определяют по значению ОП p-NA при длине 
волны 405 нм.

С.2 Реактивы
С.2.1 Лиофилизированный ЛАЛ-реактив с заявленной чувствительностью а. предназначенный для хромо­

генного метода.
С.2.2 Буферный раствор для ЛАЛ-рвактива.
С.2.3 Лиофилизированный КСЭ.
С.2.4 Вода для ЛАЛ-теста НСЭ.
С.2.5 Раствор, замедляющий или останавливающий реакцию (информация должна быть приведена изгото­

вителем в инструкции к ЛАЛ-реактиву).

П р и м е ч а н и е  — Все реактивы можно приобрести в наборах для проведения ЛАЛ-теста, имеющихся 8 
продаже.

С.З Оборудование

С.3.1 Стеклянные пробирки НСЭ или микролланшеты НСЭ из полистирола.

П р и м е ч а н и я
1 Подготовку посуды, оборудования и материалов, применяемых в фотометрическом методе по конечной 

точке, проводят в соответствии с 6.5.2.
2 Оборудование, материалы, контейнеры и флаконы с веществами НСЭ. применяемые в фотометрическом 

методе по конечной точке, маркируют как апирогенные.

С.3.2 Стеклянные пробирки НСЭ или пробирки и контейнеры НСЭ из полистирола для приготовления ис­
пытуемых растворов.

П р и м е ч а н и я
1 Подготовку посуды, оборудования и материалов, применяемых в фотометрическом методе по конечной 

точке, проводят в соответствии с 6.5.2.
2 Оборудование, материалы, контейнеры и флаконы с веществами НСЭ. применяемые в фотометрическом 

методе по конечной точке, маркируют как апирогенные.

С.3.3 Штативы для пробирок.
С.3.4 Пипетки, автоматические пипетки, наконечники пипеток, шприцы однократного или многократного при­

менения НСЭ.
С.3.5 Водяная баня или термостат для инкубирования, обеспечивающие поддержание температуры (37±1) "С.
С.3.6 Вихревой миксер.
С.3.7 Спектрофотометр или микропланшетный фотометр для измерений ОП при длине волны 405 нм.
С.3.8 Хронометр или другое средство для измерения времени.

С.4 Приготовление испытуемых растворов для построения стандартной кривой
С.4.1 Приготовление базового раствора эндотоксинов
Для приготовления базового раствора эндотоксинов применяют лиофилизированный КСЭ. Содержимое 

флакона с КСЭ разбавляют водой НСЭ. Разведение и хранение КСЭ осуществляют в соответствии с инструкцией 
изготовителя.

С.4.2 Приготовление стандартных растворов эндотоксинов
Стандартные растворы эндотоксинов получают путем разведения базового раствора эндотоксинов водой 

НСЭ. Следует приготовить не менее трех стандартных растворов эндотоксинов, содержащих КСЭ различной кон­
центрации. включая раствор с содержанием КСЭ концентрацией, соответствующей заявленной чувствительности 
ЛАЛ-реактива. С целью минимизации ошибок при аликвотировании следует учитывать, что получаемые стандарт­
ные растворы (при любом факторе разведения базового раствора) должны содержать КСЭ. разбавленный водой 
не более чем в 10 раз.
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С.5 Приготовление растворов для контроля И/А
Растворы для контроля И/A готовят путем смешивания КСЭ с неразведанной испытуемой пробой. Для испы­

таний готовят серию растворов для контроля И/A. содержащих КСЭ различной концентрации (например, конечная 
концентрация КСЭ в испытуемом растворе должна быть 2а, At. или соответствовать среднему значению концен­
траций КСЭ. использованных для построения стандартной кривой). В растворе для контроля И/A содержание КСЭ 
не должно превышать 5 % общего объема раствора, то есть при общем объеме раствора для контроля И/А 1.0 мл 
содержание КСЭ не должно превышать 50 мкп.

С.6 Проведение испытаний
С.6.1 Для приготовления испытуемых растворов лиофилизированный ЛАЛ-реактив, содержащий хро- 

могенный субстрат, разводят в воде для ЛАЛ-теста НСЭ или буферном растворе в соответствии с инструкцией 
изготовителя.

С.6.2 Воду для ЛАЛ-теста НСЭ (отрицательный контроль), стандартные растворы эндотоксинов, растворы 
для контроля И/А и испытуемую пробу смешивают с ЛАЛ-реактивом в соответствии с инструкцией изготовителя в 
пробирках или микропланшете.

С.6.3 Пробирки или микропланшет с испытуемыми растворами инкубируют при температуре (37±1) "С в 
течение времени, указанного в инструкции.

С.6.4 В испытуемые растворы добавляют раствор, замедляющий или останавливающий реакцию, в обьеме. 
указанном изготовителем ЛАЛ-реактива. ОП испытуемых растворов измеряют спектрофотометром или микроппан- 
шетным фотометром при длине волны 405 нм.

С.6.5 В случав применения измерительной системы, позволяющей одновременно инкубировать испытуе­
мые растворы, измерять ОП и выполнять обработку результатов, испытания проводят в соответствии с инструкци­
ей к измерительной системе.

С.7 Критерии приемлемости результатов испытаний
С.7.1 При построении стандартной кривой должна быть отражена зависимость значений ОП от значений, 

полученных при испытании стандартных растворов эндотоксинов.
С.7.2 Результаты отрицательного контроля не должны превышать значений, соответствующих точке с мини­

мальным значением на стандартной кривой.
С.7.3 Стандартная кривая должна быть построена на основе алгоритма линейной регрессии.
С.7.4 Абсолютное значение коэффициента корреляции стандартной кривой должно быть выше или равно 

0,980. В случае если абсолютное значение коэффициента корреляции стандартной кривой не соответствует дан­
ному значению, то испытания проводят повторно.

С.7.5 Погрешность результатов испытаний не должна превышать 25 %.

С.8 Обработка результатов испытаний
С.8.1 Результаты испытаний должны удовлетворять всем критериям, указанным в С.7.
С.8.2 Для каждой из повторностей определяют среднее арифметическое значение ОП на стандартной 

кривой.
С.8.3 Вычисляют значение концентрации эндотоксинов для каждой из повторностей путем умножения зна­

чения концентрации эндотоксинов, полученное при испытании, на соответствующее значение фактора разведе­
ния. Далее вычисляют среднее арифметическое значение концентрации эндотоксинов.

С.8.4 Полученное среднее арифметическое значение является значением концентрации эндотоксинов в не­
разведанной испытуемой пробе.

С.9 Подтверждение достоверности результатов испытаний
С.9.1 Содержание эндотоксинов в растворе для контроля И/А вычисляют путем деления значения концен­

трации эндотоксинов в испытуемой пробе, в которую не добавлен КСЭ. на значение концентрации эндотоксинов в 
испытуемой пробе после добавления КСЭ. Содержание эндотоксинов в испытуемых растворах выражают в про­
центах. %.

С.9.2 Раствор для контроля И/А не содержит мешающих факторов, если при проведении испытаний зна­
чение концентрации эндотоксинов, добавленных в испытуемый раствор, находится в пределах от 50 % до 200 % 
значения концентрации эндотоксинов после вычитания значения концентрации эндотоксинов в растворе, в кото­
рый не добавлен КСЭ. При наличии мешающих факторов значение концентрации эндотоксинов в растворе для 
контроля И/А будет находиться вне пределов данного диапазона. Для устранения мешающих факторов осущест­
вляют разбавление испытуемой пробы или подвергают ее фильтрации, нейтрализации, диализу или температур­
ной обработке. Эффективность обработки испытуемой пробы контролируют посредством проведения повторного 
испытания на наличие мешающих факторов. Раствор для контроля И/А следует готовить с использованием нано­
материала. не являющегося мешающим фактором для проведения испытаний.
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Приложение D 
(справочное)

Кинетически©  м етод ы

D.1 Общие сведения
В настоящем приложении приведено описание кинетических методов (турбидиметрического кинетического 

метода и хромогенного кинетического метода) с использованием спектрофотометра или микропланшетного фото­
метра с термостатом для инкубирования1 >.

D.2 Реактивы

D.2.1 Лиофилизированный ЛАЛ-рвактив с заявленной чувствительностью А, для турбидиметрического кине­
тического метода или хромогенного кинетического метода.

D.22 Буферный раствор для ЛАЛ-реактива.
D.2.3 Вода для ЛАЛ-теста НСЭ.
D.2.4 Лиофилизированный КСЭ.

П р и м е ч а н и е  — Все реактивы можно приобрести в наборах для проведения ЛАЛ-теста. имеющихся в 
продаже.

D.3 Оборудование
D.3.1 Стеклянные пробирки НСЭ или микропланшеты НСЭ из полистирола.

П р и и  е ч а н и я
1 Подготовку посуды, оборудования и материалов, применяемых в кинетических методах, проводят в соот­

ветствии с 6.5.2.
2 Оборудование, материалы, контейнеры и флаконы с веществами НСЭ. применяемые в кинетических ме­

тодах. маркируют как апирогенные.

D.3.2 Стеклянные пробирки НСЭ или пробирки и контейнеры НСЭ из полистирола для приготовления ис­
пытуемых растворов.

П р и и  е ч а н и я
1 Подготовку посуды, оборудования и материалов, применяемых в кинетических методах, проводят в соот­

ветствии с 6.5.2.
2 Оборудование, материалы, контейнеры и флаконы с веществами НСЭ. применяемые в кинетических ме­

тодах. маркируют как апирогенные.

D.3.3 Пилетки. автоматические пипетки, наконечники пипеток, шприцы однократного или многократного при­
менения НСЭ.

D.3.4 Спектрофотометр или микропланшетный фотометр с термостатом для инкубирования.

D.4 Приготовление испытуемых растворов для построения стандартной кривой
D.4.1 Приготовление базового раствора эндотоксинов
Для приготовления базового раствора эндотоксинов применяют лиофилизированный КСЭ. Содержимое 

флакона с КСЭ разбавляют водой НСЭ. Разведение и хранение КСЭ осуществляют в соответствии с инструкцией 
изготовителя.

D.4.2 Приготовление стандартных растворов эндотоксинов
Стандартные растворы эндотоксинов получают путем разведения базового раствора эндотоксинов водой 

НСЭ. Следует приготовить не менее трех стандартных растворов эндотоксинов, содержащих КСЭ различной кон­
центрации. включая раствор с содержанием КСЭ концентрацией, соответствующей заявленной чувствительности 
ЛАЛ-реактива. С целью минимизации ошибок при аликвотировании следует учитывать, что получаемые стандарт­
ные растворы (при любом факторе разведения базового раствора) должны содержать КСЭ. разбавленный водой 
не более чем в 10 раз.

D.5 Приготовление растворов для контроля И/А
Растворы для контроля И/A  готовят путем смешивания КСЭ с неразведвнной испытуемой пробой. Для испы­

таний готовят серию растворов для контроля И/A. содержащих КСЭ различной концентрации (например, конечная 
концентрация КСЭ в испытуемом растворе должна быть 2X, 4А или соответствовать среднему значению концен-

11 Измерительные системы, с помощью которых одновременно проводят инкубирование испытуемых рас­
творов при заданной температуре, выполняют измерения ОП через заданные интервалы времени и обработку 
результатов испытаний.
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траций КСЭ. использованных для построения стандартной кривой). В растворе для контроля И/A содержание КСЭ 
не должно превышать 5 % общего объема раствора, то есть при общем объеме раствора для контроля И/А 1.0 мл 
содержание КСЭ не должно превышать 50 мкл.

D.6 Проведение испытаний
D.6.1 Для приготовления испытуемых растворов лиофилизированкый ЛАП-реактив разводят в воде для 

ЛАЛ-теста НСЭ или буферном растворе в соответствии с инструкцией изготовителя.
D.6.2 Воду для ЛАЛ-теста НСЭ (отрицательный контроль), стандартные растворы эндотоксинов, растворы 

для контроля И/A и испытуемую пробу смешивают с ЛАП-рвактивом в пробирках или микропланшете в соответ­
ствии с инструкцией изготовителя.

D.6.3 Пробирки или микропланшет с испытуемыми растворами инкубируют при температуре (37±1) ®С в 
течение времени, указанного в инструкции.

D.6.4 ОП испытуемых растворов измеряют спектрофотометром или микропланшетным фотометром при за­
данной длине волны и через заданные интервалы времени.

D.6.5 Измеряют время, необходимое для достижения заданного (порогового) значения ОП испытуемых рас­
творов (при значении ОП. равном 0.2. или значения ОП. указанного изготовителем). Время, необходимое для до­
стижения заданного значения ОП. называют начальным временем реакции.

П р и м е ч а н и е  — Измерительные системы, с помощью которых можно одновременно инкубировать ис­
пытуемые растворы, измерять ОП и выполнять обработку результатов, коммерчески доступны.

D.7 Критерии приемлемости результатов испытаний
D.7.1 При построении стандартной кривой должна быть отражена зависимость значений начального време­

ни реакции от значений, полученных при испытании стандартных растворов эндотоксинов. Для построения стан­
дартной кривой используют значения концентрации эндотоксинов в стандартных растворах, преобразованные (на­
пример. в форме десятичного логарифма) в соответствии с алгоритмом регрессии, рекомендуемым изготовителем 
ЛАЛ-реактива.

D.7.2 Результаты отрицательного контроля не должны превышать значений, соответствующих точке с мини­
мальным значением на стандартной кривой.

D.7.3 Абсолютное значение коэффициента корреляции стандартной кривой должно быть выше или равно 
0.980. В случае если абсолютное значение коэффициента корреляции стандартной кривой не соответствует дан­
ному значению, то испытания проводят повторно.

D.7.4 Погрешность результатов испытаний не должна превышать 25 %.

D.8 Обработка результатов испытаний
D.8.1 Результаты испытаний должны удовлетворять всем критериям, указанным 8 D.7.
D.8.2 Для каждой из повторностей определяют среднее арифметическое значение начального времени ре­

акции на стандартной кривой.
D.8.3 Значение концентрации эндотоксинов для каждой из повторностей вычисляют путем умножения зна­

чения концентрации эндотоксинов, полученное при испытании, на соответствующее значение фактора разведе­
ния. Далее вычисляют среднее арифметическое значение концентрации эндотоксинов.

D.8.4 Полученное среднее арифметическое значение является значением концентрации эндотоксинов в не­
разведанной испытуемой пробе.

D.9 Подтверждение достоверности результатов испытаний
D.9.1 Содержание эндотоксинов в растворе для контроля И/A вычисляют путем деления значения концен­

трации эндотоксинов в испытуемой пробе, в которую не добавлен КСЭ. на значение концентрации эндотоксинов в 
испытуемой пробе после добавления КСЭ. Содержание эндотоксинов в испытуемых растворах выражают в про­
центах, %.

D.9.2 Раствор для контроля И/A не содержит мешающих факторов, если при проведении испытаний зна­
чение концентрации эндотоксинов, добавленных в испытуемый раствор, находится в пределах от 50 % до 200 % 
значения концентрации эндотоксинов после вычитания значения концентрации эндотоксинов в растворе, в кото­
рый не добавлен КСЭ. При наличии мешающих факторов значение концентрации эндотоксинов в растворе для 
контроля И/A будет находиться вне пределов данного диапазона. Для устранения мешающих факторов осущест­
вляют разбавление испытуемой пробы или подвергают ее фильтрации, нейтрализации, диализу или температур­
ной обработке. Эффективность обработки испытуемой пробы контролируют посредством проведения повторного 
испытания на наличие мешающих факторов. Раствор для контроля И/A следует готовить с использованием нано­
материала. не являющегося мешающим фактором для проведения испытаний.
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