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Резюме: Стаття містить огляд літератури щодо визначення пірогенності стерильних лікарських засобів. 
Основною причиною пірогенності є бактерійні ендотоксини. Вони викликають цілу низку серйозних біохі-
мічних порушень, що можуть закінчуватись летально, у випадку високих концентрацій. Розглянуто 2 спо-
соби визначення пірогенності: постановкою тесту на кріликах та ЛАЛ-тестом. Встановлено переваги ЛАЛ-
тесту, як альтернативного методу визначення пірогенності стерильних лікарських засобів. Це, зокрема, 
надійність, простота у виконанні, швидкість одержання даних. Крім цього, для багатьох стерильних лікар-
ських засобів визначення бактерійних ендотоксинів за допомогою ЛАЛ-тесту є єдиним способом визначен-
ня пірогенності. 
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Вступ. Пірогенність (пірогенна власти-
вість, пірогенна реакція, пірогенна дія) – 
здатність хімічних речовин (так званих «піро-
генів», «пірогенних речовин» (ПР), «піроген-
них сполук» чи «пірогенних домішок») при їх 
введенні в організм, викликати у ссавців 
специфічну фізіологічну реакцію4. Клінічна 
картина пірогенної реакції, зазвичай, прояв-
ляється у вигляді лихоманки і підвищення 
температури до 3940С. Гарячку переважно 
супроводжують біль голови, підвищення ар-
теріального тиску, тахікардія, ціаноз, блю-
вання, діарея, міальгія, дискомфорт у груд-
ній клітці, інколи  біль у попереку. Типовим 
є розвиток лейкоцитозу і гіпоферемії, а в рід-
кісних випадках – колапсу; при цьому мож-
ливий гемолітичний шок8. 

Причиною токсичних пірогенних реакцій є 
ендотоксини (ЕТ), що продукуються грамне-
гативними бактеріями. Пірогенна активність 
ЕТ набагато вища за активність більшості 
ПР небактерійного походження. Незважаючи 
на те, що пірогени іншої хімічної природи 
мають різну структуру, на відміну від бакте-
рійних ЕТ вони менш активні і частина з них 
може бути визначена різними хімічними ме-
тодами. Зазвичай, саме відсутність бактерій-
них ЕТ у стерильних лікарських засобах (ЛЗ) 
означає відсутність пірогенних компонен-
тів2,3. 

Цьому є декілька пояснень: бактерії широ-
ко розповсюджені в природі, а тому можуть 
бути присутні в активних фармацевтичних 
інгредієнтах, які використовуються для виго-

товлення лікарських форм (ЛФ), у системах 
отримання і розподілу води, на поверхні тех-
нологічного обладнання, в повітрі виробни-
чих приміщень, на одязі та руках персоналу; 
ЕТ грамнегативних бактерій залишаються 
біологічно активними молекулами і після 
загибелі бактерій. Молекули ЕТ термостабі-
льні та легко витримують цикл стерилізації в 
автоклаві. Малі розміри молекул ЕТ дозво-
ляють їм легко проходити через мембрани, 
які використовуються для стерилізації роз-
чинів (0,22 мкм); з цієї причини ЕТ можуть 
бути присутні в готових ЛФ, навіть виготов-
лених в асептичних умовах після фінішної 
стерилізації; бактерійні ЕТ є виключно акти-
вними (сильними) пірогенами. Для розвитку 
пірогенної реакції достатньо присутності бак-
терійних ЕТ в інфузійному розчині в концен-
трації 1 нг/мл (близько 10 МО/мл). Пірогени 
іншої природи менш активні і для розвитку 
пірогенної відповіді їх концентрація повинна 
бути  в 1001000 раз більшою9. 

Мета дослідження. Аналіз сучасного ста-
ну проведення біологічного контролю ЛЗ та 
обґрунтування переваг ЛАЛ-тесту як альтер-
нативного методу визначення пірогенності 
ліків. 

Матеріали та методи дослідження. Для 
реалізації поставлених завдань проведено 
аналіз та узагальнення вітчизняних та зару-
біжних джерел інформації щодо принципів 
проведення біологічного контролю ЛЗ; про-
аналізовано вимоги нормативних документів 
щодо якості ЛЗ та узагальнено дані щодо 
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принципів їх досягнення; використано мето-
ди: системного аналізу, бібліосемантичний та 
аналітичний. 

Результати дослідження та їх обгово-
рення. Бактерійні ЕТ – це токсичні речови-
ни, які за своєю природою є білками та ліпо-
полісахаридами (ЛПС). У свою чергу, ЛПС – 

унікальний клас речовин, наявність яких є 
характерною ознакою грамнегативних бак-
терій. Вони мають своєрідну будову молеку-
ли, що містить у своєму складі як гідрофіль-
ні, так і гідрофобні групи, що надає молекулі 
амфотерних властивостей (рис. 1). 

 
Рис. 1. Будова клітинної стінки грамнегативних бактерій та молекули ЛПС  
 А. Клітинна стінка грамнегативних бактерій:  

1  цитоплазматична мембрана; 2  пептидоглікановий шар; 3  периплазматичний простір;  
4  молекули білків (заштрихована гидрофобна частина); 5  фосфоліпід; 6  ЛПС.  

 Б. Будова молекули ЛПС:  
 1  ліпід А; 2  внутрішнє полісахаридне ядро (внутрішній кор); 3 зовнішнє полісахаридне ядро (зов-

нішній кор); 4  О-антиген. 
 
Гідрофобною частиною молекула занурю-

ється в ліпідний шар зовнішньої мембрани, а 
гідрофільна частина знаходиться над поверх-
нею мікробної клітини19. Гідрофільна части-
на ЛПС, як правило, складається з гетеропо-
лісахариду, в якому розрізняють О-специфіч-
ний ланцюг і коровий олігосахарид, та кова-
лентно приєднаний до нього ліпідний ком-
понент – ліпід А. О-специфічний полісахарид 
– це полімер, що складається з повторюваних 
ланок, які включають від 1 до 8 моносахари-
дних залишків. У коровому олігосахариді 
розрізняють зовнішній кор, до складу якого 
входять гексози і аміноцукри (переважно 2-
аміно-2-дексози-D-глюкоза і/ або 2-аміно-2-
дексози-D-галактоза), та внутрішній кор, що 
включає гептоди і унікальну октозу – 2-кето-
3-дезоксиоктулонову кислоту або КДО. Ліпід 
А – це токсична та відповідальна за імунобі-
ологічну активність частина макромолекули 
ЛПС. Таким чином, ЛПС грамнегативних 
бактерій відіграють роль бар’єрів між мікро-
організмом та зовнішнім середовищем, взає-
модіють з клітинами макроорганізму і, тим 
самим, індукують синтез різних біоактивних 
медіаторів7. Отже, до структури ЛПС входять 
такі основні компоненти: унікальна молеку-
ла ліпіду А, внутрішній кор, зовнішній кор та 
О-антиген7,19. 

Таким чином, молекула ЛПС визна, чає 
токсичні властивості мікроорганізму. ЕТ 
більш стійкі до підвищення температури та 
малоспецифічні. Бактерійні ЕТ мають широ-
кий спектр патологічних для організму лю-
дини і тварин біологічних ефектів, зокрема 
лихоманку, виражену клінічними проявами 
септицемії; токсичний вплив на систему кро-

вотворення з проявами гранулоцитозу, ерит-
роцитозу і тромбоцитопенії; внутрішньосу-
динну коагуляцію крові; ендотоксичний шок 
у результаті руйнування лізосом із вивіль-
ненням протеаз та інших вазоактивних меді-
аторів; викликають: різкі метаболічні пору-
шення, втрату вуглеводів, підвищення в пла-
змі тригліцеридів і жирних кислот, а також 
підвищення активності ферментів цитолізу 
та анафілактичний шок при повторних вве-
деннях5,7,9,19. 

Механізм пірогенної дії бактерійних ЕТ 
характеризується наступними процесами: 
при руйнуванні клітин грамнегативних мік-
роорганізмів вивільнений ЕТ зв’язується з 
білками, які циркулюють у крові і CD-14-
рецепторами лейкоцитів, моноцитів і макро-
фагів, ендотеліальними та іншими типами 
клітин. Активовані ліпополісахаридзв’язую-
чим білковим комплексом мононуклеарні 
фагоцити продукують фактор некрозу пух-
лини, який у свою чергу індукує синтез ін-
терлейкінів (IL), зокрема IL-1?. Фактор нек-
розу пухлини і IL-1? впливають на ендотелі-
альні клітини, що продукують IL-6, IL-8 і ад-
гезивні молекули. Первинне вивільнення 
бактерійних ЕТ призводить до цитокінового 
каскаду, як наслідок вивільнення цитокінів 
макрофагами, а також підвищує ендотеліа-
льну адгезію молекул для лейкоцитів, поси-
люючи комплемент-опосередковану реакцію 
нейтрофілів. Макрофаги, як додаткове дже-
рело кисневих радикалів, протеаз, метаболі-
тів арахідонової кислоти, фактор активації 
тромбоцитів і цитокінів, посилюють запален-
ня5-7. 
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Численні дослідження показали, що ЛПС 
відповідають практично за всі фізіологічні 
ефекти ендотоксину. Концентрація ЛПС у 
сироватці на рівні 1 нг/мл асоційована прак-
тично зі 100% летальністю5. 

Сьогодні контроль рівня пірогенів може бу-
ти здійснений 2-а шляхами. Перший – це 
традиційний метод, що застосовується понад 
60 років і базується на визначенні піроген-
ності з використанням лабораторних тварин, 
зокрема кріликів. У цьому тесті вивчається 
реакція кріликів на введення їм у кров дос-
ліджуваного розчину. Підвищення темпера-
тури тварини вище допустимої норми вказує 
на наявність пірогенів4,19. Цей стандартний 
метод знайшов відображення в усіх сучасних 
фармакопеях і за всі роки існування не за-
знав значних змін2,3,24,27,28.  

Другий – лізат амебоцитів лімулюса  тест 
(ЛАЛ-тест), який був розроблений для визна-
чення in vitro вмісту пірогенів, а саме – бак-
терійних ЕТ, за допомогою реакції гелеут-
ворення лізату амебоцитів гемолімфи тихо-
океанського підковоподібного краба-мечо-
хвоста Limulus polyрhemus, і тому одержав 
назву «ЛАЛ-тест»2-4,8,9,11-13,19,22,24,27,28. 

Початком розробки тесту можна вважати 
роботу Ф.Б. Банга, в якій він опублікував ре-
зультати досліджень реакції крабів-мечо-
хвостів на  введення їм у кров морських бак-
терій. Після введення бактерій більшість 
особин гинуло від поширеного внутрішньосу-
динного зсідання крові. Таке зсідання ви-
кликали не тільки живі бактерії, але й їх 
«термостабільний екстракт»  убиті кип’ятін-
ням бактерії9,19. Дослідження цього феноме-
ну були продовжені Ф.Б. Бангом разом з 
Дж. Левіним. У 1962 р. вони опублікували 
статті, які вважаються основою ЛАЛ-тесту22. 

Виключна чутливість до ЕТ пов’язана з ви-
сокою концентрацією грамнегативних бакте-
рій у морській воді, особливо при дні – сере-
довищі існування крабів-мечохвостів. Тому 
будь-яке пошкодження покровів тіла призво-
дить до контакту  клітин крові з бактеріями, 
які і запускають реакцію зсідання. Згусток 
крові, що утворився, перешкоджає подальшій 
її втраті, закупорює місце пошкодження, а 
головне, іммобілізує бактерії, попереджуючи 
таким чином особину від зараження. Ферме-
нтативна система амебоцитів морських чле-
нистоногих, що у присутності ЕТ грамнега-
тивних мікроорганізмів викликає зсідання 
гемолімфи, є досконалим результатом ево-
люційного пристосування до умов зовнішньо-
го середовища. Ця система у загальних рисах 
нагадує процес зсідання крові у вищих орга-
нізмів19. 

Основне призначення ЛАЛ-тесту – визна-
чення кількості бактерійних ЕТ в ін’єкційних 
ЛЗ. В основі методу лежить реакція взаємодії 
ЛПС і спеціально обробленого лізату амебо-
цитів, який називається ЛАЛ-реактивом. У 
процесі взаємодії з комплексом ферментів 
лізату при наявності ЕТ білок (коагулоген), 
що зсідається, переходить у гель (коагу-
лін)4,8,9,,15,22,26. 

Промисловий випуск ЛАЛ-реактиву розпо-
чався в США з кінця 1970-х років. Більшість 
реактивів призначена для аналізу методом 
гель-тромб тесту, проте існують також реак-
тиви для проведення випробувань хромоген-
ним методом та для застосування різних мо-
дифікацій турбідиметричного методу. 

Технологія отримання реактиву загалом 
повторює запропоновану ще 20 років тому 
методику (рис. 2). 

 

 
 

Забір крові в розчин антикоагулянту 

Відділення амебоцитів від плазми  
центрифугуванням 

Відмивання амебоцитів 

Лізація амебоцитів 

Очистка лізату 

Підвищення чутливості лізату 

Сублімаційне висушування 

 
Рис. 2. Загальна схема отримання ЛАЛ-

реактиву 
 
Одноразовий забір крові в мечохвоста скла-

дає від 50 до 200 мл у залежності від ваги 
особини (приблизно 2530% від загального 
об’єму крові). Об’єм крові, що циркулює, від-
новлюється за 37 днів. Проте, для віднов-
лення числа амебоцитів потрібно 34 міся-
ці22,26. 

Постановка тесту полягає в тому, що об’єм 
лізату та відповідний об’єм випробовуваного 
зразка обережно змішують. Суміш інкубують, 
не допускаючи вібрації і зводячи до мінімуму 
втрату води, впродовж 60 хв. при температу-
рі 37С. Позитивним результатом вважається 
утворення стійкого гелю, що не руйнується 
при обережному перевертанні посуди-
ни2,3,4,24,27,28.  
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ЛАЛ-тест порівнюється з перевіркою піро-
генності на кріликах і, як правило, це порів-
няння на користь ЛАЛ-тесту. До очевидних 
переваг ЛАЛ-тесту належать: чутливість 
(набагато вища від тесту на кріликах); мож-
ливість кількісного визначення ЕТ; швидке 
отримання результату; висока специфічність 
щодо до бактерійних ЕТ; хороша відтворюва-
ність; економічна доцільність, особливо при 
масовому використанні ЛАЛ-тесту; виконан-
ня міжнародних вимог «3Rs» (redaction, refi-
nement, replacement), що призводить до ско-
рочення кількості лабораторних тварин9. 

Усі ін’єкційні ЛЗ повинні бути апірогенни-
ми, проте, далеко не всі засоби можна конт-
ролювати на кріликах. Основною перешко-
дою є токсичність чи фармакологічні власти-
вості ЛЗ, через які не можна виконати даний 
тест. До таких ЛЗ можна віднести: медика-
менти, які знижують температуру тіла (тран-
квілізатори, нейролептики, ненаркотичні 
анальгетики-антипіретики, кальцію глюко-
нат, кортикостероїди, деякі анестетики); лі-
ки, що підвищують температуру тіла (препа-
рати плаценти, вакцини, новокаїн); засоби, 
що порушують фізіологічний стан тварин 
(засоби для наркозу, наркотичні анальгети-
ки, снодійні, серцеві глікозиди, деполяризу-
ючі міорелаксанти, інсулін); ЛЗ для інтрате-
кального введення; ліки, після першого вве-
дення яких кріликам, повторне використан-
ня тих же тварин ускладнюється або заборо-
няється (ЛЗ із антигенними властивостями, 
антибіотики, протипухлинні ліки); радіофа-
рмацевтичні засоби; олійні розчини; допомі-
жні речовини, перш за все, вода для ін’єкцій, 
які використовуються у виробництві ЛЗ для 
парентерального введення19,22. 

Крім цього, тестом на кріликах неможливо 
визначити пірогенність первинного паку-
вання (ампул, флаконів) і технологічного об-
ладнання, які використовуються у виробниц-
тві ЛЗ для парентерального введення, та 
проводити постадійний контроль технологіч-
ного процесу22.Сьогодні ці 2-а методи вважа-

ються аль-тернативними. Ця альтернатив-
ність полягає у виборі для нормативної до-
кументації мето-ду, який найбільше відпові-
дає даному ЛЗ і виробництву, за принципом, 
прийнятому у всьому світі: «Усі ін’єкційні ЛЗ 
необхідно контролювати за допомогою ЛАЛ-
тесту; і тільки ті з них, для яких цей конт-
роль неможливий, на кріликах»9,24,27,28.  

Таким чином, визначення бактерійних ЕТ 
є одним із важливих тестів біологічного кон-
тролю ЛЗ, оскільки людям, як і тваринам 
дуже часто вводиться велика кількість різних 
парентеральних ЛЗ. Проте, сьогодні промис-
лове виробництво ін’єкційних ЛЗ, екстемпо-
ральне виготовлення, виробництво ветери-
нарних препаратів постійно стикається з ці-
лою низкою проблем щодо забезпечення та 
контролю якості вмісту бактерійних ЕТ.  

Постійне удосконалення виробництва тра-
диційних готових ЛЗ, а також створення но-
вих ЛФ і систем з регульованим вивільнен-
ням та цільовою доставкою в організмі лю-
дини чи тварини, призводить до необхідності 
істотного підвищення вимог до якості готових 
ЛЗ, активних фармацевтичних інгредієнтів 
та води, призначених для ін’єкційних ЛЗ та 
парентерального живлення1,10,14,16,20,21,23. 

В Україні зростає також частка інфузійних 
розчинів промислового виробництва. Однак 
значна їх частина виготовляється аптечними 
закладами, що пояснюється  відносною деше-
визною внутрішньоаптечних заготівель. При 
цьому слід пам’ятати про небезпеку застосу-
вання інфузійних розчинів у випадку пере-
вищення в них норм вмісту бактерійних 
ЕТ17,18,25. Впровадження ЛАЛ-тесту у прак-
тику виробництва ЛЗ та ветеринарних пре-
паратів, а також у клінічні дослідження за-
тримується, що пов’язано з низкою об’єк-
тивних і суб’єк-тивних причин. Проте сього-
дні проблемі бактерійних ЕТ приділяється 
підвищена увага у зв’язку з впровадженням 
вимог належної виробничої практики в Укра-
їні10. 

 
 

Висновки: 
1. На даний час в Україні біологічний конт-

роль ін’єкційних та інфузійних розчинів 
здійснюється переважно за допомогою те-
сту на кріликах, в основі якого лежить 
вимірювання температури як можливої 
реакції на бактерійні ендотоксини. 

2. Нормативна документація багатьох країн 
на лікарські засоби парентерального зас-
тосування подає для їх біологічного конт-
ролю ЛАЛ-тест, що базується на реакції 
гелеутворення лізату амебоцитів гемолі-

мфи тихоокеанського підковоподібного 
краба-мечохвоста Limulus polyрhemus. 

3. ЛАЛ-тест доцільно ширше використову-
вати у випадку стерильних лікарських 
засобів, які понижують або підвищують 
температуру тіла, порушують фізіологіч-
ний стан тварин, олійних розчинів, допо-
міжних речовин, первинного пакування, 
постадійного контролю технологічного 
процесу тощо. ЛАЛ-тест може бути ефек-
тивним методом біологічного контролю 
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ін’єкційних та інфузійних лікарських за-
собів, які виготовляються  в аптечних за-

кладах, а також для ветеринарної меди-
цини. 
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ПЕРСПЕКТИВЫ УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ БИОЛОГИЧЕСКОГО КОНТРОЛЯ СТЕРИЛЬНЫХ 
ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ ДЛЯ ПАРЕНТЕРАЛЬНОГО ПРИМЕНЕНИЯ 
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Львовский национальный медицинский университет имени Данила Галицкого, г. Львов, Украина 
 
Резюме: Статья содержит обзор литературы относительно определения пирогенности лекарственных 
средств. Основной причиной пирогенности считают бактериальные эндотоксины. Эндотоксины вызывают 
целый ряд серьезных биохимических нарушений, которые могут заканчиваться летально, в случае нали-
чия высоких концентраций. Рассмотрено 2-а способа определения пирогенности: постановкой теста на кро-
ликах и ЛАЛ-тестом. Установлено преимущества ЛАЛ-теста, как альтернативного метода определения 
пирогенности лекарственных средств. В частности это, надежность, простота исполнения, скорость получе-
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ния данных. Кроме этого, для многих лекарственных средств определение бактериальных эндотоксинов 
при помощи ЛАЛ-теста является единственным способом определения пирогенности. 
 
Ключевые слова: ЛАЛ-тест, пирогенность, эндотоксины, стерильные лекарственные средства. 
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IN PROSPECT OF IMPROVEMENT STERILE PARENTERAL PREPARATIONS BIOLOGICAL CON-
TROL 
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Summary: This article contains a literature overview about pyrogenicity determination of sterile parenteral 
preparations. It was presumed that the main cause of pyrogens are bacterial endotoxins. Endotoxins cause a 
number of serious biochemical disturbances, which could lead even to death when existing in high concentra-
tions. Two methods of pyrogenicity determination were considered: carrying out a test on rabbits and a LAL 
test. LAL test advantages were defined, as an alternative method of medications pyrogenicity determination. In 
particular, it’s accuracy, simplicity and quick result. Apart of that, determination of bacterial endotoxins of 
many pharmaceutical products by means the LAL test is the unique possible method for pyrogenicity determi-
nation.  
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