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Резюме. Согласно Государственной фармакопее Российской Федерации XIV изд. имплантаты являются стерильной 
лекарственной формой, для которой обязательным является контроль пирогенности. Однако особенности выполне-
ния анализа для данной лекарственной формы в отечественной фармакопее не описаны. Цель работы: разработать 
методику определения содержания бактериальных эндотоксинов (БЭ) с помощью ЛАЛ-теста в имплантатах на при-
мере гормонального препарата с активным веществом гозерелин. Материалы и методы: выполняли процесс экстракции 
БЭ с поверхности имплантата в водную среду и определяли содержание БЭ в смыве турбидиметрическим кинетиче-
ским методом. Затем имплантат растворяли в диметилсульфоксиде и оценивали наличие БЭ в полученном раство-
ре гозерелина с помощью гель-тромб теста. Результаты: на основании существующих в отечественной и зарубежной 
фармакопейной практике подходов к определению пирогенных примесей в гормональных имплантатах предложено 
два способа предварительной подготовки образцов для последующего определения содержания БЭ (в смыве и в рас-
творе имплантата). Установлено, что содержание БЭ в водном смыве не превышает 0,01 ЕЭ/мл и составляет менее 
0,07 ЕЭ на имплантат. Содержание БЭ в растворе имплантата составило менее 8,3 ЕЭ на 1 мг гозерелина, что почти 
в 11 раз меньше теоретически рассчитанной нормы. Выводы: разработаны две методики определения БЭ в имплантатах 
гормональных препаратов с помощью ЛАЛ-теста, пригодные для включения в нормативную документацию. Первая 
методика предусматривает испытание водного смыва с поверхности имплантата с нормой предельного содержания 
БЭ «не более 20 ЕЭ/изделие». Вторая методика основана на полном растворении имплантата в диметилсульфоксиде 
с нормой «не более 97,22 ЕЭ на 1 мг гозерелина».
Ключевые слова: ЛАЛ-тест; бактериальные эндотоксины; пирогены; имплантаты; гормональные препараты
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Abstract. The State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 14th edition states that implants are a sterile dosage form, and have 
to be tested for pyrogens. However, it does not provide details on how the test should be performed for this dosage form. The aim 
of the study was to develop a LAL test procedure for detection of bacterial endotoxins (BE) in implants, using the example of a 
goserelin product. Materials and methods: BE extraction from the implant surface into an aqueous medium was performed with 
subsequent BE detection in the extract by turbidimetric kinetic test. The implant was then dissolved in dimethyl sulfoxide, and the 
obtained goserelin solution was tested for BEs using the gel-clot test. Results: the analysis of the Russian and foreign pharmaco-
poeial approaches to pyrogenic substance detection in hormonal implants helped to develop two sample preparation procedures 
for determination of BE content (in the extract and the implant solution). It was demonstrated that the BE content in the water 
extract did not exceed 0.01 EU/mL and was less than 0.07 EU per implant. The BE content in the implant solution was less than 
8.3 EU per 1 mg of goserelin, which is almost eleven-fold lower than the theoretically-derived limit. Conclusions: the authors de-
veloped two test procedures for BE detection in hormonal implants using the LAL test, which could be included in manufacturers’ 
product files. The first procedure involves testing of the water extract from the implant surface and establishes the BE limit of no 
more than 20 EU/product. The second procedure involves complete dissolution of the implant in dimethyl sulfoxide and estab-
lishes the limit of not more than 97.22 EU per 1 mg of goserelin.
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Препараты для парентерального применения 
представляют собой стерильные лекарственные 
формы, предназначенные для введения в орга-
низм человека путем инъекций, инфузий или им-
плантации (с нарушением целостности кожных 
покровов или слизистых оболочек, минуя желу-
дочно-кишечный тракт). В соответствии с требова-
ниями Государственной фармакопеи Российской 
Федерации (ГФ РФ) лекарственные формы 
для парентерального применения1 и фармацевти-
ческие субстанции2, используемые для их приго-
товления, подвергают испытанию на бактериаль-
ные эндотоксины (БЭ) или пирогены. Испытания 
проводят в соответствии с требованиями общих 
фармакопейных статей (ОФС) «Бактериальные 
эндотоксины»3 или «Пирогенность»4. Пирогенные 
примеси могут вызывать у человека лихорадку, 
шок и даже смерть. Следовательно, необходимо 
обнаруживать и/или количественно определять 
БЭ в лекарственных формах для парентерально-
го применения. К таким формам относятся и им-
плантаты5 [1].

В настоящее время гормональные импланта-
ты активно применяются в гинекологии и офталь-
мологии: это препараты, содержащие эстрогены, 
дексаметазон и другие активные вещества, вы-
свобождающиеся в течение длительного времени 
[2–6]. Определение пирогенных примесей в им-
плантатах возможно с помощью трех методов: ис-
пытание на пирогенность, тест активации моноци-
тов, определение БЭ с помощью лизата амебоцитов 
клеток крови мечехвоста (ЛАЛ-тест). У каждого 
метода есть свои преимущества и недостатки [7, 8]. 
При определении пирогенности с использованием 
лабораторных животных испытуемый образец им-
плантируют в тело кролика и наблюдают за изме-
нением температуры, указывающей на пирогенную 
реакцию. К несовершенству метода можно отне-
сти несколько факторов: 1)  более низкая чувстви-
тельность животных к пирогенам по сравнению 
с человеком; 2)  ложноположительные пирогенные 
реакции как следствие воспалительного процесса 
в результате разрушения тканей при имплантации 
гормонального препарата в тело животного; 3) воз-
можность применения только для имплантатов не-
большого размера [7].

В соответствии с общемировыми тенденциями 
по сокращению использования лабораторных жи-
вотных в Европе проводятся исследования c исполь-
зованием теста активации моноцитов (monocyte 

activation test, МАТ) для обнаружения пирогенных 
примесей в медицинских изделиях [9]. Для оцен-
ки пирогенного загрязнения имплантируемых ме-
дицинских устройств применяли методику in  vitro: 
образец инкубировали со свежей или криокон-
сервированной цельной кровью человека и опре-
деляли наличие провоспалительного цитокина 
(интерлейкин-1β) с помощью иммуноферментного 
анализа. Исследовали возможность применения 
МАТ для проверки нейрохирургических импланта-
тов, а именно зажимов аневризмы. Благодаря не-
посредственному контакту исследуемого материала 
с клетками крови в этом тесте не нужно оценивать 
смыв с поверхности образца, при выполнении ко-
торого возможно получение неоднозначных ре-
зультатов [10–12]. Непосредственное определение 
пирогенов  — это одно из важных преимуществ 
МАТ перед методикой определения с помощью 
ЛАЛ-теста. Препятствием использования МАТ в ру-
тинных анализах является трудоемкая и длительная 
по времени работа с цельной кровью для создания 
пула от различных доноров, пригодного для теста, 
или с моноцитами, выделенными из перифериче-
ской крови, дороговизна реактивов и необходи-
мость наличия специальных условий для проведе-
ния испытания [9].

При выполнении ЛАЛ-теста возможны два 
варианта анализа. В первом случае имплантат 
следует оценивать согласно требованиям статьи 
Фармакопеи США 42 изд. (USP 42)6, где указано, 
что содержание БЭ определяют в водных смывах 
с изделий медицинского назначения, в том чис-
ле и с имплантатов. Расчет допустимой концен-
трации БЭ в смыве выполняется с учетом уста-
новленной нормы БЭ (не более 20 ЕЭ/изделие)7, 
количества изделий и объема воды для приготов-
ления смыва. Для подготовки смывов предлага-
ется использовать воду для ЛАЛ-теста, подогре-
тую до 37  °С. Время экстракции составляет 1 ч. 
Перемешивание достаточно проводить в начале 
и в конце экстрагирования8. Предельное содержа-
ние БЭ в исходном растворе смыва рассчитывают 
по формуле:

	
C =  

K×N

V 	
(1)

где С — концентрация БЭ в смыве, ЕЭ/мл;
К  — допустимое содержание БЭ в расчете на одно 
изделие, ЕЭ/изделие;
N — количество изделий, шт.;
V — объем воды для приготовления смыва, мл.

1 	ОФС.1.4.1.0007.15 Лекарственные формы для парентерального применения. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. I. М.; 2018.
2 	ОФС.1.1.0006.15 Фармацевтические субстанции. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
3 	ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018. 
4 	ОФС.1.2.4.0005.15 Пирогенность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018. 
5 	ОФС.1.4.1.0026.18 Имплантаты. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
6 	Monograph (161) Medical devices — bacterial endotoxin and pyrogen tests. United States Pharmacopeia. 42nd ed. Rockville, MD; 2019.
7 	Guidance for industry. Pyrogen and endotoxins testing: Questions and answers. U.S. Department of Health and Human Services; 2012.
8 	ЛАЛ-тест. Периодический бюллетень для специалистов, работающих в области фармации, медицины и биологии. 2019;1(25):2–5.

http://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-4-0006-15-bakterialnye-endotoksiny/
http://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-4-0006-15-bakterialnye-endotoksiny/
http://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-4-0006-15-bakterialnye-endotoksiny/
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Другой способ определения БЭ предусматри-
вает полное растворение имплантата и дальнейшее 
испытание полученного раствора согласно требо-
ваниям ГФ РФ9. Для этого испытуемые образцы 
растворяют в органических растворителях, исход-
ные растворы разбавляют водой для ЛАЛ-теста 
до концентрации, при которой не обнаруживаются 
мешающие факторы растворителя. Установлено, 
что растворы этанола (5%) и диметилсульфок-
сида (2%) не обладают мешающими факторами 
в ЛАЛ-тесте [13].

Цель работы  — разработать методику опреде-
ления содержания бактериальных эндотоксинов 
с помощью ЛАЛ-теста в имплантатах на примере 
гормонального препарата с активным веществом 
гозерелин.

Для достижения цели необходимо было уста-
новить и апробировать подходы к определению БЭ 
в исследуемом объекте, предложить методику пред-
варительной подготовки образцов для последую-
щего определения содержания БЭ с помощью гель-
тромб теста и турбидиметрического кинетического 
метода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлся гормональный 
препарат пролонгированного действия, содержа-
щий 3,6 мг гозерелина (рис. 1). Имплантат из поли-
мерного материала в виде гибкого стержня длиной 
12 мм цилиндрической формы белого цвета заклю-
чен в иглу одноразового шприца. Вспомогательные 
вещества в составе имплантата: сополимеры 
DL-молочной и гликолевой кислот.

Все используемые реактивы и материалы соот-
ветствовали требованиям ОФС.1.2.4.0006.15 «Бак
териальные эндотоксины»10, не содержали опре-
деляемое количество БЭ и не оказывали влияния 
на результаты испытаний. Качество использованных 

реактивов и расходных материалов подтверждено 
сертификатами.

В первом случае для приготовления смыва три 
стержня помещали в апирогенный флакон и добав-
ляли 20 мл воды для ЛАЛ-теста (рис. 2). Процедуру 
экстракции выполняли в течение 1 ч на водяной 
бане при температуре 37 °С. Перемешивание прово-
дили в начале и конце экстрагирования. По оконча-
нии процедуры экстракции имплантаты извлекали, 
смыв использовали в качестве испытуемого раство-
ра. Рассчитывали предельную концентрацию БЭ 
в смыве по формуле (1):

C =  
20 ЕЭ/изд.×3 изд.

20 мл = 3,0 ЕЭ/мл.

Определяли БЭ в смыве с помощью набо-
ра реактивов для турбидиметрического кинети-
ческого теста (Charles River Endosafe), измерение 
степени мутности реакционной смеси проводили 
на автоматическом фотометре для микропланшетов 
(BioТek  EL×808IU) со специальным программным 
обеспечением (Endoscan-V). Для построения кали-
бровочной кривой готовили растворы контрольного 
стандарта эндотоксина (КСЭ) с концентрациями 5; 
1; 0,2; 0,05 и 0,01 ЕЭ/мл. Положительный контроль 
смыва с концентрацией эндотоксина 0,5 ЕЭ/мл го-
товили, используя раствор КСЭ с концентрацией 
5  ЕЭ/мл. Испытуемый раствор (смыв) перед опре-
делением БЭ дополнительно не разбавляли.

Во втором случае определение БЭ в растворе 
гозерелина выполняли в соответствии со схемой, 
представленной на рисунке 3. Для этого имплантат 
помещали в апирогенный флакон с 10 мл диметил-
сульфоксида 99,5% (Sigma-Aldrich, кат. №  D4540) 
и интенсивно перемешивали в течение 7–10 мин 
на вихревой мешалке до полного растворения 
стержня. Норму предельного содержания БЭ рас-
считывали в соответствии с ОФС «Бактериальные 

9	 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
10	Там же. 

Рис. 1. Объект исследования

Fig. 1. Test object

Рис. 2. Процедура экстракции бактериальных эндотоксинов 
с поверхности имплантата в водную среду

Fig. 2. Procedure for bacterial endotoxin extraction from the 
implant surface into an aqueous medium
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эндотоксины»11 и указаниями инструкции по ме-
дицинскому применению. Из исходного раствора 
с концентрацией гозерелина 0,36  мг/мл готовили 
испытуемый раствор в воде для ЛАЛ-теста (разведе-
ние 1 : 100). Содержание БЭ в испытуемом раство-
ре оценивали с помощью реактивов для выполне-
ния гель-тромб теста (Associates of Cape Cod, Inc.). 
Чувствительность используемого лизата амебоцитов 
(ЛАЛ-реактива) составляла 0,03 ЕЭ/мл (λ). Для про-
ведения предварительного анализа «Мешающие 
факторы» готовили разведения КСЭ с концен-
трациями 2λ (0,06  ЕЭ/мл), λ (0,03 ЕЭ/мл), 0,5λ 
(0,015  ЕЭ/мл), 0,25λ (0,0075 ЕЭ/мл) как на воде 
для ЛАЛ-теста, так и на растворах имплантата.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В первом случае наличие БЭ оценивали в во-
дном смыве имплантатов. Данная методика пред-
усматривала испытание с учетом нормы «не бо-
лее 20  ЕЭ/изделие»12. Концентрацию БЭ в смыве 
определяли с помощью турбидиметрического ки-
нетического теста как наиболее чувствительно-
го метода. Результат составил «менее 0,01 ЕЭ/мл» 
или «менее 0,07 ЕЭ/изделие», что значительно ниже 

установленной нормы предельного содержания БЭ. 
Значения коэффициента корреляции свидетель-
ствовали о линейности полученных результатов. 
Содержание БЭ в положительном контроле смыва 
составило 75% от установленного значения и соот-
ветствовало критериям приемлемости, то есть нахо-
дилось в диапазоне от 50 до 200% (табл. 1).

Второй вариант методики исследования осно-
ван на полном растворении имплантата и опре-
делении БЭ в полученном растворе препарата 
с известной концентрацией гозерелина. В качестве 
растворителя для имплантата использовали диме-
тилсульфоксид. Возможность применения данного 
органического растворителя в ЛАЛ-тесте была под-
тверждена ранее [14]. С учетом пороговой пироген-
ной дозы, безопасной для человека при паренте-
ральном введении (не более 350 ЕЭ), содержание 
БЭ в имплантате гозерелина при однократном под-
кожном введении не должно превышать 350  ЕЭ 
на 1 имплантат. В пересчете на активное вещество 
норма БЭ составила «не более 97,22  ЕЭ на 1 мг 
гозерелина».

Для подтверждения соответствия каче-
ства исследуемого имплантата по показателю 

11	Там же. 
12	Monograph (161) Medical devices — bacterial endotoxin and pyrogen tests. United States Pharmacopeia. 42nd ed. Rockville, MD; 2019.

Расчет нормы предельного содержания БЭ 
Calculating the BE limit 

Поиск растворителя для имплантата 
Selecting the solvent for the implant 

Растворение стержня, содержащего 3,6 мг гозерелина, 
в 10 мл растворителя 

Dissolving the rod containing 3.6 mg of goserelin in 10 mL 
of the solvent 

Диметилсульфоксид 
Dimethyl sulfoxide 

Расчет предельного содержания БЭ в исходном 
растворе 

Calculating the BE maximum content in the stock solution 
 

Концентрация исходного раствора 0,36 мг/мл 
The stock solution concentration is 0.36 mg/mL 

Не более 35 ЕЭ/мл
(97,22 ЕЭ/мг×0,36 мг/мл) 
Not more than 35 EU/mL

(97.22 EU/mg×0.36 mg/mL)

Расчет максимально допустимого разведения (МДР) 
для испытуемого раствора 

Calculating the maximum valid dilution (MVD) for the test 
solution 

МДР = 1 : 1166 (35 ЕЭ/мл : 0,03 ЕЭ/мл) 
MVD = 1 : 1166 (35 EU/mL : 0.03 EU/mL)

Определение БЭ в разведении 1 : 100 
BE detection for a 1 : 100 dilution 

Менее 3 ЕЭ/мл в исходном растворе 
(100×0,03 ЕЭ/мл)

Less than 3 EU/mL in the stock solution 
(100×0.03 EU/mL)

Вычисление содержания БЭ на основании полученных 
результатов 

Calculating the BE content based on the results obtained 

Менее 8,3 ЕЭ на 1 мг гозерелина 
(3 ЕЭ/мл : 0,36 мг/мл)

Less than 8.3 EU per 1 mg of goserelin 
(3 EU/mL : 0.36 mg/mL)

Не более 97,22 ЕЭ на 1 мг гозерелина 
Not more than 97.22 EU per 1 mg of goserelin 

 

Рис. 3. Схема определения бактериальных эндотоксинов (БЭ) в растворенном имплантате с результатами исследований

Fig. 3. Flow chart for bacterial endotoxin (BE) detection in the dissolved implant, and the results of the study
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Определение пирогенных примесей в гормональных имплантатах с помощью ЛАЛ-теста 
Detection of Pyrogens in Hormonal Implants Using the LAL Test
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«Бактериальные эндотоксины» было проведено 
исследование, демонстрирующее возможность 
выполнения анализа с помощью гель-тромб те-
ста. Оценивали испытуемый раствор в разведении 
водой для ЛАЛ-теста 1  :  100, данное разведение 
в 11  раз меньше величины максимально допусти-
мого разведения. Содержание БЭ в исследуемом 
образце составило менее 8,3  ЕЭ/мг гозерели-
на. При проведении предварительного анализа 
«Мешающие факторы» выполнена валидация уста-
новленного разведения раствора гозерелина с кон-
центрацией 0,36 мг/мл (табл. 2). Чувствительность 
ЛАЛ-реактива, определенная с использованием 
разведений КСЭ в воде для ЛАЛ-теста, во всех 
опытах практически не отличалась от чувствитель-
ности ЛАЛ-реактива, определенной в серии разве-
дений КСЭ в растворах имплантата. Это означает, 
что разведение 1 : 100 исходного раствора имплан-
тата не ингибирует и не потенцирует реакцию геле-
образования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложено два различных подхода к определе-
нию пирогенных примесей в имплантатах, в соот-
ветствии с которыми разработаны методики оценки 
качества гормонального имплантата с активным ве-
ществом гозерелин по показателю «Бактериальные 
эндотоксины».

1.  Для определения БЭ в смыве с поверхности 
препарата пробоподготовку рекомендуется прово-
дить при температуре 37  °С в воде для ЛАЛ-теста 
в течение 1 ч. В соответствии с международными 
требованиями норма предельного содержания БЭ 
для смыва с поверхности имплантата должна со-
ставлять «не более 20 ЕЭ на изделие» и рассчиты-
ваться с учетом количества анализируемых имплан-
татов и объема воды для ЛАЛ-теста.

2.  Для оценки содержания БЭ в пересчете на ко-
личество активного вещества в препарате предло-
жено растворять имплантат в диметилсульфоксиде 

Таблица 1. Учет результатов испытаний смыва турбидиметрическим кинетическим тестом

Table 1. Results of testing the extract by kinetic-turbidimetric method

Валидационный показатель
Validation parameter

Критерии приемлемости
Acceptance criteria

Результаты
Results

Линейность
Linearity

Коэффициент корреляции от –1,000 до –0,980
Correlation coefficient: from –1.000 to –0.980 –0,9992

Наклон: от –0,400 до –0,100
Slope: from –0.400 to –0.100 –0,2762

Отрезок, отсекаемый на оси Y:  2,500–3,500
Y-intercept: 2.500–3.500 2,8439

Отрицательный контроль  
(вода для ЛАЛ-теста)
Negative control (LAL reagent water)

Менее концентрации эндотоксина, определяемой используемым методом
Less than the endotoxin concentration determined by the test method used <0,01

Устойчивость
Robustness

Степень извлечения бактериальных эндотоксинов в положительном  
контроле образца: 50–200%

Bacterial endotoxin recovery in the positive product control: 50–200%
75%

Таблица 2. Валидация установленного разведения раствора гозерелина с концентрацией 0,36 мг/мл

Table 2. Validation of the established dilution of the 0.36 mg/mL goserelin solution 

П
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ть

 №
R

ep
lic

at
e

Разведения контрольного стандарта  
эндотоксина

Dilutions of the control standard endotoxin

Концентрация эндо-
токсина в конечной 

точке реакции, ЕЭ/мл
Endotoxin concentra-

tion at the reaction 
endpoint, EU/mL

Среднее геометрическое 
значение концентрации 

эндотоксина, ЕЭ/мл
Geometric mean en-

dotoxin concentration, 
EU/mL
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2λ λ 0,5λ 0,25λ

в воде для ЛАЛ-теста
in LAL reagent water

1 + + – – 0,03
0,03

2 + + – – 0,03

в испытуемом растворе имплантата
in the implant test solution

1 + + – – 0,03

0,04
2 + + – – 0,03

3 + – – – 0,06 – –

4 + – – – 0,06 – –

Примечание. «+» — наличие геля, «–» — отсутствие геля.
Note. “+”—with gel, “—”—without gel.
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и проводить определение БЭ в полученном раство-
ре. Выбрано разведение исходного раствора им-
плантата, в котором не обнаруживается мешающее 
влияние растворителя на реакцию гелеобразования 
ЛАЛ-реактива с эндотоксином. Исходный раствор 
имплантата в диметилсульфоксиде следует разбав-
лять водой для ЛАЛ-теста не менее чем в 100 раз 
перед определением содержания БЭ.

Обе разработанные методики могут быть реко-
мендованы к внесению в нормативную документа-
цию на гормональные имплантаты, так как позво-
ляют определять БЭ в количествах, гарантирующих 
безопасное применение препарата.
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