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ВВЕДЕНИЕ. Отсутствие пирогенных загрязнений относится к критическим по-
казателям качества лекарственных средств, гарантирующим сохранение жизни 
и здоровья пациентов. С целью контроля подобных веществ в середине ХХ века 
в практику был внедрен биологический показатель «Пирогенность», в основе 
которого лежит оценка реакции кроликов на введение испытуемого образца. 
Следуя концепции 3R в 2009 г. в Европейскую фармакопею помимо испытания 
на кроликах включена монография альтернативного метода in vitro — тест акти-
вации моноцитов. В отечественную фармакопею данный тест включен в 2018 г. 
(ОФС.1.2.4.0016.18 «Тест активации моноцитов»). Однако на сегодняшний день 
метод не получил широкого применения среди производителей ни в России, 
ни за рубежом ввиду особенностей проведения теста, связанных с потребно-
стью значительного количества человеческой крови для получения моноцитов, 
с ограниченным выбором наборов реактивов и др. Испытание «Пирогенность» 
по-прежнему остается востребованным в области определения пирогенных при-
месей любой природы (бактериальных эндотоксинов и неэндотоксиновых пиро-
генов). Для более полной гармонизации с европейскими требованиями, реали-
зации концепции 3R, связанной с гуманным отношением к животным, внедрение 
теста активации моноцитов является одной из приоритетных задач развития си-
стемы контроля качества лекарственных средств.
ЦЕЛЬ. Оценка возможности применения теста активации моноцитов в качестве 
основного для определения неэндотоксиновых пирогенов.
ОБСУЖДЕНИЕ. В статье описаны фармакопейные методы определения пиро-
генных веществ, детально проанализирован метод определения пирогенов 
с использованием клеток крови человека — моноцитов. В настоящее время ис-
пытание на активацию моноцитов — единственный тест in vitro, позволяющий 
определять наличие пирогенов любой природы (бактериальные эндотоксины 
и пирогены неэндотоксиновой природы). Тест является достойным примером 
реализации стратегии замены испытаний на животных, позволяет определять 
примеси в случаях, когда контроль с помощью иных методик вызывает сложно-
сти или его невозможно выполнить. Главным недостатком, который затрудня-
ет внедрение теста в рутинный контроль, является ограниченная доступность 
человеческой крови в качестве источника моноцитов. Обсуждены возможные 
источники моноцитов, которые могут быть применены при определении пиро-
генности, в том числе клетки крови животных. В соответствии с тенденцией 
к замене испытания in vivo — «Пирогенность» на альтернативный метод in vitro 
показана необходимость освоения применения метода при контроле качества  
биологических и иммунобиологических лекарственных средств.
ВЫВОДЫ. По итогам проведенного теоретического анализа возможности 
применения метода in vitro в качестве основного для определения в первую 
очередь неэндотоксиновых пирогенов установлено, что мировое сообщество 
серьезно настроено на отказ от использования животных. Тест активации мо-
ноцитов включен в большинство фармакопей мира, а также в отечественную 
фармакопею, и рекомендован для выполнения в качестве основного контроля 
содержания пирогенов в лекарственных средствах.
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INTRODUCTION. Determination of pyrogenic contaminants in medicines is a critical 
quality indicator that guarantees the preservation of life and health of patients. 
In order to control such substances, the biological indicator “Pyrogenicity” was in-
troduced in the middle of the 20th century, which is based on the assessment of 
the reaction of rabbits to the introduction of the test sample. In accordance with 
the 3R concept, since 2009, in addition to testing on rabbits, the European Pharma-
copoeia has included a monograph of an alternative in vitro method — the Mono-
cyte Activation Test. This test was included in the domestic pharmacopoeia in 2018 
(OFS.1.2.4.0016.18 “Monocyte Activation Test”). However, to date, the method has 
not received wide application among manufacturers either in Russia or abroad due 
to the peculiarities of the test, related to the need for a significant amount of human 
blood to obtain monocytes, with a limited choice of reagent kits, etc. The “Pyrogen-
icity” test is still in demand in the field of determining pyrogenic impurities of any 
nature (bacterial endotoxins and non-endotoxin pyrogens). For more complete har-
monization with European requirements, implementation of the 3R concept related 
to humane treatment of animals, the introduction of the monocyte activation test 
is one of the priority tasks.
AIM. Evaluation of the possibility of using the monocyte activation test as a primary 
test for the determination of non-endotoxin pyrogens.
DISCUSSION. The article describes pharmacopoeial methods for determining pyro-
genic substances, analyzes in detail the method for determining pyrogens using hu-
man blood cells — monocytes. Currently, the monocyte activation test is the only in 
vitro test that allows determining the presence of pyrogens of any nature (bacterial en-
dotoxins and non-endotoxin pyrogens). The test is a worthy example of implementing 
the strategy of replacing animal tests, it allows determining impurities in cases where 
control using other methods causes difficulties or cannot be performed. The main 
disadvantage that complicates the implementation of the test in routine control is 
the limited availability of human blood as a source of monocytes. Possible sources of 
monocytes that can be used to determine pyrogenicity, including animal blood cells, 
are discussed. In accordance with the trend to replace the in vivo test — “Pyrogenicity” 
with an alternative in vitro method, the need to master the application of the method 
in relation to biological and immunobiological medicinal products is shown.
CONCLUSIONS. Based on the results of the theoretical analysis of the possibil-
ity of using the in vitro method as the main method for determining, first of all, 
non- endotoxin pyrogens, it was established that the world community is seriously 
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determined to refuse the use of animals. The monocyte activation test is included in 
most pharmacopoeias of the world, as well as in the domestic pharmacopoeia, and 
is recommended for implementation as the main control.
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ВВЕДЕНИЕ
В соответствии с руководящими принципами 
этичного использования лабораторных жи-
вотных (принципы 3R: Replacement, Reduction, 
Refinement)1 научное сообщество старается 
минимизировать их применение в качестве 
тест-систем для лабораторных исследований. 
Один из постулатов данной концепции — заме-
на биологических испытаний альтернативными 
методиками in vitro и (или) in silico2. Ярким при-
мером воплощения данной стратегии является 
внедрение метода определения пирогенных ве-
ществ in vitro («Тест активации моноцитов»), ко-
торый был разработан на смену биологическому 
методу определения пирогенов на кроликах  — 
«Пирогенность».

Пирогены  — это класс химически гетероген-
ных веществ, вызывающих повышение тем-
пературы тела, которые представлены бакте-
риальными эндотоксинами (БЭ) (продуктами 
жизнедеятельности бактерий, вирусов, гри-
бов), а также пирогенами неэндотоксиновой 
природы (НЭП) (различными химическими 
соединениями, например фторопластами, 
нуклеатами и др.) [1, 2]. Контроль их содер-
жания в лекарственных средствах (с микро-
биологической чистотой категории 1.2.Б) 
и лекарственных препаратах (ЛП) для па-
рентерального введения, а также для меди-
цинских иммунобиологических препаратов 
(МИБП) является жизненно необходимой про-
цедурой — при введении препаратов с приме-
сями пирогенных веществ может произойти 

нарушение терморегуляции, сопровождаю-
щееся тяжелыми реакциями интоксикации 
вплоть до летального исхода3.

С целью обеспечения контроля содержания 
пирогенных примесей в 1942 г. в Фармакопею 
США (USP) был введен биологический показа-
тель «Пирогенность»4, принцип которого осно-
ван на измерении ректальной температуры тела 
кроликов до и после внутривенного введения 
испытуемого образца. Со временем данный 
показатель был включен и в другие фарма-
копеи. В 2009 г. в соответствии с Директивой 
Европейского парламента и Совета Европей-
ского союза 2010/63/EU5 и принципами 3R6, 
направленными на сокращение применения 
животных в научных целях, был предложен но-
вый метод определения пирогенных веществ — 
«Тест активации моноцитов» (МАТ), в котором 
в качестве тест-системы используют клетки кро-
ви человека (моноциты).

Цель работы — оценка возможности примене-
ния теста активации моноцитов в качестве 
основного для определения неэндотоксино-
вых пирогенов. Задачами работы являются: 
обзор однонаправленных методов7 опреде-
ления пирогенности; описание преимуществ 
и недостатков теста активации моноцитов 
при определении пирогенов любой приро-
ды; обзор специфики возможных источников 
моноцитов и применения их в испытании; 
рассмотрение тенденций внедрения МАТ вза-
мен классического биологического испыта-
ния на кроликах.

1 Russell W, Burch R. Principles of humane experimental techniques. London: Methuen & Co; 1959.
2 Альтернативы экспериментам на животных. Проект организации «Врачи против экспериментов на животных.
3 Лютинский СИ. Патологическая физиология сельскохозяйственных животных. М.: КолосС; 2002.
4 General chapter <151> Pyrogen test. USP43–NF38. Rockville; 2024.
5 Директива Европейского парламента и Совета Европейского союза от 22.09.2010 № 2010/63/EU по охране животных, 

используемых в научных целях.
6 Russell W, Burch R. Principles of humane experimental techniques. London: Methuen & Co; 1959.
7 Под однонаправленными подразумеваются не универсальные методы, характеризующиеся высокой селективностью 

по отношению к одному (нескольким) видам пирогенов [3].

https://meshb.nlm.nih.gov/record/ui?ui=D009000
https://gumanna-osvita.org/ru/issledovaniya/nauchnye-issledovaniya-bez-stradaniya-zhivotnykh
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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МЕТОДОВ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПИРОГЕННОСТИ
На сегодняшний день на территории Российской 
Федерации контроль пирогенных веществ мо-
жет быть осуществлен с помощью различных 
методологических подходов: биологическо-
го метода («Пирогенность»), а также методов 
in  vitro («Бактериальные эндотоксины» и «Тест 
активации моноцитов»).

Долгие годы контроль наличия пирогенных 
веществ любой природы проводили путем 
биологического испытания «Пирогенность». 
Основанием для разработки универсальных 
методов in vitro послужило стремление сделать 
испытание на пирогенность более гуманным, 
так как основной недостаток биологического 
метода  — использование животных. Другими 
недостатками метода являются отсутствие воз-
можности получения количественного ответа, 
а также контроля некоторых групп препаратов 
в силу их фармакологических свойств (например, 
анальгетиков, седативных препаратов, миоре-
лаксантов, средств для наркоза и т.п.) [1]. Также 
фактором, ограничивающим применение ме-
тода «Пирогенность», является растворимость 
фармацевтических субстанций. Так, например, 
субстанции, растворимые только в органиче-
ских растворителях, невозможно ввести кроли-
кам внутривенно.

Снизить количество используемых лаборатор-
ных животных удалось с появлением in vitro 
испытания «Бактериальные эндотоксины», спе-
цифичного к БЭ, которые являются основны-
ми пирогенными примесями. Их содержание 
определяют с помощью лизата амебоцитов 
мечехвостов Limulus polyphemus или Tachypleus 
tridentatus (ЛАЛ-тест или ТАЛ-тест). Испытание 
основано на специфической реакции природ-
ного или генно-инженерного реактива с БЭ8. 
Тест обладает значительными преимущества-
ми в определении БЭ по отношению к методу 
«Пирогенность» (скорость получения результа-
тов, сниженные издержки, отсутствие влияния 
фармакологических свойств препарата, ко-
личественное определение эндотоксиновых 

примесей, возможность валидации метода) 
и в короткие сроки стал востребованным 
во всем мире.

«Тест активации моноцитов» in vitro — клеточная 
методика определения пирогенных веществ лю-
бой природы — является примером воплощения 
стратегии по исключению животных из лабора-
торных испытаний. Предполагалось, что вне-
дрение этого испытания в фармацевтическую 
практику должно привести к значительному 
снижению числа животных, используемых в те-
сте, что соответствует «Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментальных и других научных 
целей»9. Однако процесс перехода от испыта-
ния на кроликах к клеточной методике занял 
продолжительное время10, тогда как ЛАЛ-тест 
в России с момента утверждения общей фар-
макопейной статьи (ОФС) в 2000 г.11 в течение 
пяти лет был внедрен более чем на половине 
производств, выпускающих инъекционные пре-
параты, вследствие чего значительно возросло 
количество нормативных документов для инъ-
екционных ЛП, которые, согласно требованиям, 
должны подвергаться испытанию с помощью 
ЛАЛ-теста взамен испытанию на животных [4, 5].

Впервые статьи об использовании цельной крови 
для определения пирогенов были опубликованы 
в середине 1990-х гг. [6]. В 2009 г. в Европейскую 
фармакопею (Ph. Eur.) введена монография 
«Monocyte Activation Test»12, а в 2018 г. на ее 
основе была создана отечественная ОФС «Тест 
активации моноцитов»13. В основе данного мето-
да лежит воспроизведение механизма развития 
лихорадки с помощью клеток крови человека — 
моноцитов или моноцитоподобных клеток. Тест 
на клеточном уровне воспроизводит испытание 
«Пирогенность». В испытании используют стан-
дартные образцы эндотоксиновой и неэндоток-
синовой природы. Для обнаружения БЭ применя-
ют контрольный стандарт эндотоксина, растворы 
которого в разных концентрациях используют 
для построения калибровочной кривой. В каче-
стве «неэндотоксинового контроля» используют 
растворы липотейхоевой кислоты, флагеллина, 

8 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
 ОФС2.1.6.12 Испытание на бактериальные эндотоксины с использованием рекомбинантного фактора. Фармакопея Евра-

зийского экономического союза. Т. 1, ч. 3. М.; 2024.
 General chapter 2.6.32 Test for bacterial endotoxins using recombinant factor C. European Pharmacopoeia. 11th ed. Strasbourg: 

EDQM; 2024.
9 Европейская конвенция о защите позвоночных животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях. 

ETS No. 123, 18.03.1986. 
10 Ph. Eur. bids adieu to rabbit pyrogen test in its monographs. 
 Charton E. European Pharmacopoeia approach to testing for pyrogenicity. American Pharmaceutical Review; 2022.
11 ОФС.42-0002-00 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XII изд. М.; 2008.
12 General chapter 2.6.30 Monocyte activation test. European Pharmacopoeia. 11th ed. Strasbourg: EDQM; 2024.
13 ОФС.1.2.4.0016.18 Тест активации моноцитов. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

https://rm.coe.int/168007a6a8
https://rm.coe.int/168007a6a8
https://www.edqm.eu/en/-/ph.-eur.-bids-adieu-to-rabbit-pyrogen-test-in-its-monographs
https://www.americanpharmaceuticalreview.com/Featured-Articles/589102-European-Pharmacopoeia-Approach-to-Testing-for-Pyrogenicity/
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термоинактивированного Staphyloccocus aureus 
и др. (рис. 1). С помощью неэндотоксиновых стан-
дартов для каждого конкретного испытуемого 
образца оценивается способность клеток давать 
иммунный ответ на взаимодействие с пирогена-
ми, отличными от БЭ.

МАТ возможен в трех вариантах постановки14: 
количественное испытание (А); полуколиче-
ственное испытание (В); сравнительное испы-
тание с серией лекарственного средства, утвер-
жденной в качестве контрольной15 (С) [1]. Методы 
А и В пригодны для контроля ЛC, не обладающих 
пирогенными свойствами. Метод С разработан 
с целью контроля содержания пирогенных при-
месей в ЛП или МИБП, обладающих пироген-
ными свойствами (например, вакцина для про-
филактики менингококковой инфекции). Его 
особенность заключается в сравнении реакции 
испытуемого образца с реакцией контрольной 
серии, а не со стандартами пирогенов16. 

КЛЕТКИ КРОВИ КАК ПРЕДМЕТ 
ИССЛЕДОВАНИЯ ТЕСТА АКТИВАЦИИ 
МОНОЦИТОВ
При внедрении показателя МАТ в рутинный 
контроль представители фармацевтической 
промышленности могут столкнуться с труд-
ностями, вызванными необходимостью рабо-
ты с форменными элементами крови человека. 
Во-первых, логистическая проблема, связанная 
с большим количеством требуемой цельной 
крови или выделенных моноцитов, особыми 
условиями их получения и транспортировки. 
Во-вторых, высокие требования к качеству кро-
ви, например: квалификация, количество клеток 

в 1 мл, экспрессия, характеристики доноров, 
специфичность получаемых клеток. Такие тре-
бования связаны с отсутствием возможности 
стандартизации факторов, влияющих на инди-
видуальные генетические особенности и жиз-
недеятельность (сопутствующие заболевания, 
образ жизни, питание и др.) доноров [7].

Для проведения испытания моноциты можно 
получать самостоятельно в лаборатории или ис-
пользовать готовые клетки из коммерческих на-
боров. Источниками тест-объекта могут быть 
как клеточная линия или мононуклеарные клет-
ки периферической крови человека (МКПК), так 
и цельная кровь или пулы цельной крови, кото-
рые квалифицируются в соответствии с требова-
ниями Государственной фармакопеи Российской 
Федерации (ГФ РФ)16. Особенности выполнения 
работ с клетками зависят от выбранного источ-
ника моноцитов:

Цельная кровь. Для получения МКПК исполь-
зуют нативную цельную кровь не менее чем 
от 4 здоровых доноров. Оптимальная концен-
трация готовой клеточной суспензии для испы-
тания — 1,0×107 клеток в 1 мл. При работе с дан-
ным источником клеток требуется соблюдение 
строгих правил работы с биологическими жид-
костями, наличие компетентных сотрудников, 
а также специализированное оборудование17.

Клеточная линия Mono Mac 6 (ММ6) впервые 
была получена в 1988 г. из периферической 
крови пациента с острым лейкозом при помощи 
клонирования. К линии моноцитов она отнесена 
на основании морфологических, цитохимиче-
ских и иммунологических критериев, которые 

Фотографии выполнены авторами / The photographs were taken by the authors

Рис. 1. Цветная реакция в лунках, содержащих пирогены, после добавления стоп-реагента

Fig. 1. Color reaction in wells containing pyrogens after addition of stop reagent

14 ОФС.1.2.4.0016.18 Тест активации моноцитов. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 
15 Контрольную серию, заведомо не содержащую пирогенные вещества, в препарате в качестве примесей, создают на произ-

водстве.
16 ОФС.1.2.4.0016.18 Тест активации моноцитов. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 
17 Приказ Министерства труда и социальной защиты Российской Федерации от 18.12.2020 № 928н «Об утверждении Правил 

по охране труда в медицинских организациях».
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подтвердили фенотипические и функциональ-
ные особенности зрелых моноцитов [8, 9]. Так 
как ММ6 была получена путем клонирования, 
перед ее использованием необходимо исклю-
чить возможные мутации клеток, а также оце-
нить их функциональную стабильность и экс-
прессию (способность улавливать пирогены)18.

Клеточная линия MM6 чувствительна как к грам-
положительным, так и к грамотрицательным 
бактериям, но нечувствительна к дрожжам 
и спорам грибов [10], в связи с чем моноциты 
этой линии несколько уступают по активности 
живым клеткам. Причиной этому является ис-
кусственное поддержание жизни клеток ММ6. 
Так при появлении новой клетки набор специ-
ализированных для иммунного ответа и выра-
ботки цитокинов толл-подобных рецепторов 
(TLR), находящихся на поверхности моноцитов, 
может быть неполон, в отличие от моноцитов, 
выделенных из крови здорового человека. Так, 
TLR2 распознает бактериальные патоген-ассо-
циированные молекулы паттернов  — липо-
тейхоевые кислоты, липоарабиноманнаны, 
пептидогликан и некоторые другие, TLR4 — ли-
пополисахариды грамотрицательных бактерий 
[11]. В случае их отсутствия клонированные 
клетки становятся нечувствительными к ряду 
пирогенов, поэтому ММ6 считается ограничен-
ной в способности обнаруживать НЭП19.

Криоконсервированные моноциты (квалифициро-
ванные, подсчитанные и рассчитанные на одно 
испытание) являются наиболее удобным и прак-
тичным источником клеток и позволяет исполь-
зовать нужное количество клеток, отвечающих 
морфологическим и функциональным крите-
риям. Главной задачей при работе с ними яв-
ляется обеспечение жизнеспособности клеток 
после размораживания, так как моноцитар-
ные клетки сохраняют свою жизнеспособность 
при температуре не выше –80  °С. Процедуру 
оттаивания следует проводить на водяной 
бане при температуре 37 °С в течение 2–3 мин. 
В случае длительного и постепенного размора-
живания существует вероятность гибели кле-
ток в результате действия консерванта диме-
тилсульфоксида, контакт с которым в жидкой 
фазе приводит к снижению жизнеспособности 
моноцитов [12]. При транспортировке и хране-
нии следует строго соблюдать температурный 
режим. Следует отметить, что выполнение теста 
с использованием свежевыделенных МКПК дает 

более надежные результаты при обнаружении 
пирогенов в ЛП [12].

Вне зависимости от способа получения моно-
цитов клетки обязательно должны быть ква-
лифицированы перед проведением испытания. 
Для этого необходимо определить чувствитель-
ность моноцитов к эндотоксинам посредством 
построения стандартной калибровочной кривой 
зависимости взаимодействия моноцитов с эндо-
токсинами разной концентрации20.

Необходимо учитывать, что при внедрении 
показателя в рутинный контроль потребление 
здоровой человеческой цельной крови воз-
растет в разы. Чтобы избежать перерасхода ма-
териала, жизненно необходимого людям, уче-
ными предпринимаются попытки использовать 
в качестве источника моноцитов клетки крови 
животных. Так, немецкие ученые рассмотрели 
возможность использования клеток крупного 
рогатого скота. В пользу применения бычьей 
крови свидетельствует, например, то, что на-
бор TLR лейкоцитов быка сравним с человече-
скими, а также сообщения о прямых попытках 
использовать кровь быка для обнаружения 
бактериальных эндотоксинов (липополиса-
харидов) [7]. Следует отметить, что условия 
содержания животных и контроль за содержа-
нием конкретных патогенов можно стандарти-
зировать, что позволит получать клетки более 
однородного качества.

Ученые из Южной Кореи разработали и внедри-
ли в практику тест «Rabbit МАТ» с моноцитами 
крови кроликов. Авторы полагают, что моноци-
ты кроликов более чувствительны, чем моно-
циты человека [13]. На сегодняшний день МАТ 
с клетками крови животных имеет эксперимен-
тальный единичный характер и не получил ши-
рокого распространения на практике.

ПРЕИМУЩЕСТВА И НЕДОСТАТКИ ТЕСТА 
АКТИВАЦИИ МОНОЦИТОВ
Основными преимуществами МАТ являются:
1) возможность замены показателя «Пироген-
ность» in vitro; возможность определения со-
держания как БЭ, так и НЭП без использования 
животных (что не позволяют иные, однонаправ-
ленные методы in vitro);
2) расширение области контроля ЛС на на-
личие пирогенных веществ любой природы. 
В биологическом испытании тест-доза, которая 
вводится на килограмм массы кролика, всегда 

18 ОФС.1.2.4.0016.18 Тест активации моноцитов. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 
19 General chapter 2.6.30 Monocyte activation test. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg: EDQM; 2019.
 ICCVAM-recommended test method protocol The monocytoid cell line Mono Mac 6 / Interleukin-6 in vitro pyrogen test, 2008. 
20 ОФС.1.2.4.0016.18 Тест активации моноцитов. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.

https://ntp.niehs.nih.gov/sites/default/files/iccvam/docs/protocols/pyro-mm6il6.pdf
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выше терапевтической, что связано с более 
низкой чувствительностью кроликов к пироге-
нам по сравнению с человеком. Некоторые об-
разцы ввиду своих фармакологических и (или) 
физических свойств не могут тестироваться 
на животных, так как при внутривенном вве-
дении это может привести к интоксикации жи-
вого организма или даже к летальному исходу, 
а МАТ позволяет контролировать подобные 
образцы [1];
3) возможность контроля испытуемых образцов, 
для которых сложно устранить влияние меша-
ющих факторов в испытании «Бактериальные 
эндотоксины»21. Так, например, при контроле 
альбумина, содержащего большое количество 
бета-глюканов, взаимодействующих с лизатом 
амебоцитов, возможно получение ложнополо-
жительных результатов, в то время как исполь-
зование МАТ позволит этого избежать [14];
4) наличие нескольких методов (А, В и С), кото-
рые позволяют применять испытание для групп 
фармацевтических средств МИБП, обладающих 
пирогенными свойствами. В таком случае ис-
пытание проводят с использованием стандарта 
сравнения  — серии образца, в которой содер-
жится регламентированное количество пироге-
нов (Метод С).

К основным недостаткам МАТ относят следую-
щие (рис. 2):
1) больше времени (до 48 ч), чем в случае ис-
следования биологическим методом на кроли-
ках (3–5 ч);
2) многостадийность и длительность процесса 
повышает риск возможного возникновения оши-
бок (человеческий фактор);
3) специфическая квалификация персонала, до-
пуск персонала к работе с кровью;
4) дополнительное оборудование для подсчета 
клеток, их замораживания и хранения;
5) большое количество донорской крови чело-
века для получения моноцитов, необходимых 
для основного эксперимента, и для проведения 
предварительных испытаний по определению 
мешающих факторов (например, ингибирование 

выработки цитокинов, варьирование экспрес-
сии клеток и др.).

ВНЕДРЕНИЕ МЕТОДА В ПРАКТИКУ 
КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА ЛЕКАРСТВЕННЫХ 
СРЕДСТВ
В настоящее время МАТ включен в большинство 
фармакопей мира (страны ЕАЭС, страны Европы, 
Индия, Корея, Российская Федерация), в некото-
рых странах (США и Китай) тест выполняют в со-
ответствии с руководствами22, в которых описа-
ны условия его применения [15].

Несмотря на введение метода in vitro в качестве 
фармакопейного для определения пироген-
ных примесей любой природы, производители 
не спешат переходить на клеточную методи-
ку23. Это подтверждается результатами опро-
са24, опубликованными в 2018 г. на ежегодной 
конференции Европейского партнерства по аль-
тернативным подходам к тестированию на жи-
вотных (EPAA)25, проведенного среди европей-
ских компаний и испытательных институтов, 
которые все еще регулярно проводят испытания 
на кроликах. Было установлено, что при на-
личии фармакопейного метода in vivo стимулов 
для внедрения МАТ недостаточно26. Еще одной 
причиной незавершенного перехода на клеточ-
ную методику является отсутствие международ-
ной гармонизации требований к определению 
пирогенных примесей  — правила применения 
МАТ в разных странах отличаются, что напря-
мую влияет на введение метода в нормативной 
документации [16].

Согласно ст. 13 «Выбор методов» Директивы 
ЕС 2010/63/EU27 единственным выходом 
из ситуации является полное исключение 
биологического метода из Европейской фар-
макопеи. Для ускорения целенаправленно-
го процесса перехода на использование МАТ 
в качестве основного метода в декабре 2024 г. 
Европейское агентство по лекарственным 
средствам (European Medicines Agency, EMA) 

опубликовало проект документа нормативных 
требований к испытаниям ЛС и возможности 

21 ОФС.1.2.4.0016.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018. 
22 General chapter 9301 Guidelines for the application of safety tests for injections. Pharmacopoeia of the People’s Republic of 

China. Beijing; 2020.
 Guidance for industry: Pyrogen and endotoxins testing: Questions and answers. FDA; 2012.
23 Charton E. European Pharmacopoeia approach to testing for pyrogenicity. American Pharmaceutical Review; 2022.
 Ph. Eur. bids adieu to rabbit pyrogen test in its monographs. 
24 Charton E. European Pharmacopoeia approach to testing for pyrogenicity. American Pharmaceutical Review; 2022.
25 European Partnership for Alternative Approaches to Animal Testing (EPAA). EPAA Annual Conference 2018: Pooling resources to 

promote the use of alternative methods for advancing safety assessment. 
26 https: //www.edqm.eu/en/-/ph.-eur.-bids-adieu-to-rabbit-pyrogen-test-in-its-monographs?p_l_back_url=%2Fen%-

2Fsearch%3Fq%3Dpyrogen
27 Директива Европейского парламента и Совета Европейского союза от 22.09.2010 № 2010/63/EU по охране животных, 

используемых в научных целях.

https://www.americanpharmaceuticalreview.com/Featured-Articles/589102-European-Pharmacopoeia-Approach-to-Testing-for-Pyrogenicity/
https://www.edqm.eu/en/-/ph.-eur.-bids-adieu-to-rabbit-pyrogen-test-in-its-monographs
https://www.americanpharmaceuticalreview.com/Featured-Articles/589102-European-Pharmacopoeia-Approach-to-Testing-for-Pyrogenicity/
https://wayback.archive-it.org/12090/20211007084311/https://ec.europa.eu/growth/content/14th-epaa-annual-conference-pooling-resources-promote-use-alternative-methods-advancing_en
https://wayback.archive-it.org/12090/20211007084311/https://ec.europa.eu/growth/content/14th-epaa-annual-conference-pooling-resources-promote-use-alternative-methods-advancing_en
https://www.edqm.eu/en/-/ph.-eur.-bids-adieu-to-rabbit-pyrogen-test-in-its-monographs?p_l_back_url=%2Fen%2Fsearch%3Fq%3Dpyrogen
https://www.edqm.eu/en/-/ph.-eur.-bids-adieu-to-rabbit-pyrogen-test-in-its-monographs?p_l_back_url=%2Fen%2Fsearch%3Fq%3Dpyrogen
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внедрения принципов 3R28, в котором описана 
рабочая программа, включающая план по ис-
ключению показателя «Пирогенность» к янва-
рю 2026 г. Для регистрации новых ЛП, в том 
числе и МИБП, необходимо предоставлять дан-
ные об отсутствии пирогенных веществ, под-
твержденные только с помощью МАТ29.

В июле 2025 г. в Ph. Eur. 11 изд. (приложение 11.8)  
планируется утверждение главы 5.1.13 Pyro-
genicity30, которая включает в себя описания всех 
испытаний, направленных на обнаружение пиро-
генных примесей31. В июле 2024 г. была опубли-
кована новая отдельная монография, касающа-
яся вакцин, содержащих пирогенные вещества32. 
В настоящее время МАТ регламентирован в Ph. Eur. 
только для одной действующей частной моногра-
фии 01/2018:0896 «Deferoxamine mesilate», в ко-
торой есть указание о причине выбора данного 
метода (ингибирующее действие на реактив) 
взамен показателя «Бактериальные эндоток-
сины». Такой же метод испытания рассматри-
вается в проекте монографии 07/2025:2537 
«3-O-Desacyl-4'-monophosphoryl lipid A».

В Фармакопее США в некоторые частные моно-
графии до сих пор включен тест на кроликах, 
но в соответствии с руководством33 для произ-
водителей для определения содержания пиро-
генных примесей допускается использование 
МАТ при наличии валидационных материалов 
об альтернативности методов. Для медицинских 
изделий, для которых повышен риск содержа-
ния НЭП, рекомендуется использовать испы-
тания in  vivo, а именно, следовать монографии 
USP <151> Pyrogenicity test. Для снижения ко-
личества испытаний на животных в некоторых 
случаях, валидированных согласно USP <1225> 
Validation of сompendial procedures, достаточно 
использования теста на бактериальные эндо-
токсины USP <85> Bacterial endotoxin test.

В России метод МАТ практически не используется, 
несмотря на то что он введен в Государствен ную 
фармакопею Российской Федерации XIV  изд.34, 
и не регламентирован ни в одной фармакопей-
ной статье (ФС). Напротив, биологическое испы-
тание «Пирогенность» описано в 63 ФС, 15 из ко-
торых для ЛС, остальные для МИБП.

28 Reflection paper on the current regulatory testing 4 requirements for medicinal products for human use and 5 opportunities for 
implementation of the 3Rs. EMA; 2024.

29 Strategy for removing or replacing the rabbit pyrogen test: New pyrogenicity strategy of the European Pharmacopoeia Commission, 2022.
30 Там же.
31 General chapter 2.6.14 Bacterial endotoxin; 2.6.30 Monocyte activation test; 2.6.32 Recombinant factor C. European 

Pharmacopoeia. 11th ed. Strasbourg: EDQM; 2024.
32 General chapter 2.6.40. Monocyte-activation test for vaccines containing inherently pyrogenic components. European 

Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg: EDQM; 2019.
33 Guidance for industry: Pyrogen and endotoxins testing: Questions and answers. FDA; 2012.
34 ОФС.1.2.4.0016.18 Тест активации моноцитов. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
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Рис. 2. Характеристика метода определения пирогенности с использованием моноцитов

Fig. 2. Characteristics of the method for determining pyrogenicity using monocytes
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В связи с гармонизацией с Европейской фар-
макопеей, а именно с изменением монографии 
«2.6.30  Monocyte-activation test»35 и введением 
монографии «2.6.40 Monocyte-activation test for 
vaccines containing inherently pyrogenic compo-
nents»36, планируется пересмотр российской 
ОФС 1.2.4.0016.18 и введение отдельной статьи 
с описанием МАТ для вакцин, содержащих пиро-
генные вещества. Основные изменения коснутся 
методов постановки испытания: на выбор будут 
предложены два варианта постановки вместо 
трех: полуколичественный метод и сравнитель-
ное испытание с контрольной серией.

С целью решения вопроса о сокращении исполь-
зования лабораторных животных в контроле пи-
рогенных примесей авторами публикации был 
проведен теоретический анализ, в котором была 
оценена необходимость наличия биологическо-
го показателя в ФС для ЛС природного происхо-
ждения. В ходе анализа ряда нормативных до-
кументов было установлено, что для некоторых 
препаратов допустим контроль только бакте-
риальных эндотоксинов, поскольку технологии 
производства и соблюдение правил GMP позво-
лили минимизировать риск загрязнения неэн-
дотоксиновыми пирогенами, что подтверждено 
многолетними результатами контроля. Такой 
подход позволит не только снизить количество 
используемых животных для метода in vivo, 
но и сократить перечень наименований препа-
ратов, для которых необходим переход на МАТ, 
что, в свою очередь, напрямую влияет на сни-
жение потребности в донорской крови, необхо-
димой для его проведения. В настоящее время 
на территории РФ доступны готовые наборы ре-
активов для проведения теста in vitro, которые 
рассчитаны на постановку одного испытания. 
Это значительно облегчает выполнение теста, 
так как в работу берут необходимое количество 
подготовленных и квалифицированных моно-
цитов. Исследователям не нужно специально 

выделять клетки из крови, что заметно упро-
щает процесс испытания, способствует осво-
ению теста и оценке возможного применения 
для контроля качества ЛС и МИБП на наличие 
пирогенных примесей.

Так как на регистрацию уже начали поступать 
образцы, в которых валидационные материалы 
представлены с использованием МАТ37, россий-
ским производителям и контрольным органам 
необходимо приступить к освоению данной ме-
тодики.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Внедрение метода in vitro как основного инстру-
мента контроля пирогенных примесей любой 
природы связано с рядом существенных препят-
ствий. В первую очередь должны быть урегули-
рованы вопросы логистики и ценообразования, 
касающиеся источников клеток и необходи-
мых реактивов. На данный момент эти пробле-
мы определяют меньшую востребованность 
метода in vitro по сравнению с классическими 
однонаправленными методами определения 
пирогенных примесей. Прежде чем полностью 
отказываться от традиционного биологического 
испытания, необходимо провести тщательную 
и всестороннюю валидацию альтернативного 
метода.

Однозначно оценить перспективы примене-
ния клеточного метода на территории России 
в настоящее время сложно, так как отсутству-
ют практические данные. МАТ — единственный 
реальный путь отказа от животных при опреде-
лении пирогенов неэндотоксиновой природы. 
Следовательно, производителям и контрольным 
службам необходимо приступить к осваиванию 
теста активации моноцитов. Наличие доступ-
ных наборов реактивов с готовыми выделенны-
ми моноцитами является хорошей поддержкой 
в освоении метода.
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