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Бактериальные эндотоксины

Испытание на «Бактериальные эндотоксины» - обязательный показатель качества для лекарственных препаратов, предназначенных для парентерального применения, и фармацевтических субстанций, используемых для их изготовления. 
[bookmark: projlink-1445-9]Определение содержания бактериальных эндотоксинов проводят с помощью реактива, представляющего собой лизат амебоцитов из крови мечехвоста (Limulus polyphemus или Tachypleus tridentatus). Лизат амебоцитов специфически реагирует с бактериальными эндотоксинами. В результате ферментативной реакции происходит изменение реакционной смеси, пропорциональное концентрации эндотоксина.
[bookmark: projlink-1445-10]Существуют три основных методологических подхода для проведения данного испытания: гель-тромб метод, основанный на образовании геля; турбидиметрический метод, основанный на помутнении реакционной смеси после расщепления субстрата, содержащегося в лизате амебоцитов; и хромогенный метод, основанный на появлении окрашивания после расщепления синтетического пептид-хромогенного комплекса.
[bookmark: projlink-1445-11]В ОФС «Бактериальные эндотоксины» описаны следующие шесть тестов, основанных на описанных выше принципах:
[bookmark: projlink-1445-12]- Качественный гель-тромб тест (Метод А);
[bookmark: projlink-1445-13]- Количественный гель-тромб тест (Метод В);
[bookmark: projlink-1445-14]- Турбидиметрический кинетический тест (Метод С);
[bookmark: projlink-1445-15]- Хромогенный кинетический тест (Метод D);
[bookmark: projlink-1445-16]- Хромогенный тест по конечной точке (Метод Е);
[bookmark: projlink-1445-17]- Турбидиметрический тест по конечной точке (Метод F).
[bookmark: projlink-1445-18]Испытание проводят любым из шести приведенных методов. В случае сомнений или разногласий окончательное заключение принимают на основании результатов, полученных при проведении испытания методом А.

Гель-тромб тест (Методы А и В)
[bookmark: projlink-1445-70][bookmark: projlink-1445-71]Гель-тромб метод позволяет установить наличие или измерить количественно концентрацию эндотоксинов в пробе. В результате реакции лизата амебоцитов с эндотоксином увеличивается вязкость реакционной смеси вплоть до формирования плотного геля.
[bookmark: projlink-1445-72][bookmark: projlink-1445-73]Процедура испытания. В круглодонные стеклянные пробирки (из боросиликатного стекла) диаметром 10 мм вносят равные объемы испытуемого раствора и лизата амебоцитов. Реакционные смеси аккуратно перемешивают и инкубируют при температуре 37+1°C в течение 60+2 минут. Во время инкубирования следует избегать вибрации и ударов. По истечении указанного срока визуально регистрируют результаты как положительные или отрицательные. Положительная реакция (+) характеризуется образованием плотного геля, который не разрушается при аккуратном однократном переворачивании пробирки на 180°. Отрицательная реакция (-) характеризуется отсутствием такого геля.

[bookmark: _Hlk233123095](сделать ссылку на ТАЛ-реактивы Bioendo для гель-тромб теста и ТАЛ-реактивы Bioendo для экспресс-анализа воды и диализата)

Турбидиметрические методы (C и F)
[bookmark: projlink-1445-314][bookmark: projlink-1445-315] Турбидиметрические методы относятся к фотометрическим методам, основанным на измерении степени мутности реакционной смеси. В зависимости от принципа, положенного в основу проведения испытания, указанный метод может быть проведен как турбидиметрический тест по конечной точке, либо как турбидиметрический кинетический анализ.
[bookmark: projlink-1445-316]Турбидиметрический тест по конечной точке (Метод F) основан на измерении степени мутности реакционной смеси в конце инкубационного периода, которая зависит от концентрации эндотоксина.
[bookmark: projlink-1445-317]Турбидиметрический кинетический тест (Метод С) основан на определении скорости развития мутности реакционной смеси, измеряемой по времени, необходимому для достижения заданной величины оптической плотности.
[bookmark: projlink-1445-318]Испытание проводят при температуре инкубирования, рекомендованной производителем лизата амебоцитов (обычно 37+1°С).

[bookmark: _Hlk233122033](сделать ссылку на ТАЛ-реактивы Bioendo для кинетического турбидиметрического теста)
[bookmark: projlink-1445-319] 
[bookmark: projlink-1445-320]Хромогенные методы (D и E)
[bookmark: projlink-1445-321][bookmark: projlink-1445-322]Хромогенные методы используют для измерения количества хромофора, высвободившегося из хромогенного субстрата в результате реакции эндотоксинов с лизатом амебоцитов. В зависимости от принципа, положенного в основу испытания, этот метод может быть проведен как хромогенный тест по конечной точке или как хромогенный кинетический анализ.
[bookmark: projlink-1445-323]Хромогенный тест по конечной точке (Метод Е) основан на измерении интенсивности окраски реакционной смеси, зависящей от количества хромофора, высвободившегося в конце инкубационного периода. Количество, выделившегося хромофора, зависит от концентрации эндотоксина.
[bookmark: projlink-1445-324]В процессе испытания хромогенным кинетическим методом (метод D) определяют скорость развития окраски реакционной смеси, измеряемой по времени, необходимому для достижения заданной величины оптической плотности реакционной смеси.
[bookmark: projlink-1445-325]Испытание проводят при температуре инкубирования, рекомендованной производителем лизата амебоцитов (обычно 37+1°С).

[bookmark: _Hlk233122387][bookmark: _Hlk233123076](сделать ссылку на ТАЛ-реактивы Bioendo для кинетического хромогенного теста и ТАЛ-реактивы Bioendo для хромогенного теста по конечной точке)

В последнее время появились новые технологии испытания на бактериальные эндотоксины с использованием рекомбинантных реактивов, которые являются эндотоксин-специфичными и, самое главное, не используют материалы животного происхождения, обеспечивая защиту мечехвостов. К реактивам нового поколения относятся набор Bioendo с рекомбинантным каскадом и набор Bioendo с рекомбинантным фактором С.

Набор Bioendo с рекомбинантным каскадом позволяет проводить количественное определение бактериальных эндотоксинов кинетическим хромогенным методом. Рекомбинантный каскад включает фактор С, который активируется бактериальными эндотоксинами, фактор В и прокоагулянт. Эндотоксины связываются с фактором С и превращают его в активную форму, которая впоследствии активирует фактор В, который, в свою очередь, активирует прокоагулянт. Активированный прокоагулянт затем расщепляет хромогенный субстрат, высвобождая соединение желтого цвета, которое измеряется фотометрически при 405 нм. Реакция проводится в 96-луночных планшетах с использованием микропланшетного ридера со встроенным инкубационным модулем. Набор Bioendo с рекомбинантным каскадом не реагирует с грибковым (1,3)-β-D-глюканом, что позволяет избежать ложноположительных результатов.

(сделать ссылку на Рекомбинантные реактивы Bioendo) 

Набор Bioendo с рекомбинантным фактором С позволяет проводить количественное определение бактериальных эндотоксинов с помощью микропланшетного флуориметра, используя показатели возбуждения/излучения на длине волны 380/440 нм. После связывания с эндотоксином рекомбинантный фактор C трансформируется из неактивной формы в биоактивную форму, которая распознает и катализирует последующий флуориметрический субстрат, генерируя флуоресценцию. Интенсивность флуоресцентного сигнала положительно коррелирует с концентрацией эндотоксина. Набор Bioendo с рекомбинантным фактором С не реагирует с грибковым (1,3)-β-D-глюканом, что позволяет избежать ложноположительных результатов. 
(сделать ссылку на Рекомбинантные реактивы Bioendo) 





