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РЕЗЮМЕ

Введение. При оценке качества лекарственных средств (ЛС) по показателю «Бактериальные эндотоксины» в ферментатив-

ную реакцию с лизатом амебоцитов наряду с бактериальными эндотоксинами вступают и β-глюканы. Это приводит к получению 

ложноположительных результатов в ЛАЛ-тесте (Limulus amebocyte lysate), что создает серьезную проблему для определения 

пирогенных примесей. 

Выделяют 2 основных источника происхождения β-глюканов в лекарственных препаратах: наличие вспомогательных 

веществ в составе препарата (например, кармеллоза натрия, кроскарбоксиметилцеллюлоза натрия) и технологические примеси 

действующего вещества на стадии получения ЛС.

Цель исследования – изучение потенцирующего (усиливающего) влияния β-глюканов в испытаниях на наличие бактери-

альных эндотоксинов, поиск и выбор способа его устранения.

Материал и методы. Объекты исследования – лекарственные препараты «Бетаметазон, суспензия для инъекций 7 мг/мл» 

и «Инозин, раствор для внутривенного введения 20 мг/мл». Для проведения ЛАЛ-теста в модификациях гель-тромб и хромо-

генный кинетический использовали эндотоксин-специфичный буфер (блокатор β-глюканов).

Результаты. Рассмотрены основные причины возникновения «ложных» результатов: потенцирование (усиление) реакции 

ЛАЛ-реактива с бактериальными эндотоксинами из-за наличия β-глюканов в препаратах. Разработаны методики по устранению 

факторов, мешающих проведению ЛАЛ-теста, во избежание получения ложноположительных результатов. 

Заключение. Разработаны методические подходы к предотвращению влияния потенцирующего (усиливающего) мешающе-

го фактора на результаты ЛАЛ-теста. 
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Введение

Глюкан представляет собой молекулу по-
лисахарида из мономеров D-глюкозы (в 

отличие от гликанов, где мономером может яв-
ляться не только D-глюкоза), связанных глико-
зидными связями, и рассматривается как пато-
ген-ассоциированные молекулярные структуры, 
которые могут быть получены многими прока-
риотическими и эукариотическими организ-
мами [1]. В структуре этой цепочки глюкоза 
находится в 2 положениях – «1» и «3» (1→3)-β-D-
глюканы (β-глюканы). 

Главным образом, β-глюканы содержатся в 
дрожжах и других фунгальных организмах. Из-
вестно более 50 β-глюканов, из которых наибо-
лее изучены ламинаран (бурые водоросли), курд-
лан (бактерии), зимозан (дрожжи), а также такие 
β-глюканы, как лентинан, склероглюкан, кре-
стин, шизофиллан, пахиман, пахимаран, лехи-
нан, изолехинан, пустулан, транслам, получен-
ные из разных источников сырья.

Многие свойства β-глюканов и бактериаль-
ных эндотоксинов (БЭ) схожи, поскольку оба со-
единения термостабильны. Глюканы, как и БЭ, 
приводят в ЛАЛ-тесте к положительной реакции 
(in vitro), но не вызывают пирогенную лихорадку у 
кроликов (in vivo) даже в дозах, в 2000 раз превы-
шающих пороговые уровни БЭ. Поэтому глюка-
ны не относятся к пирогенам [1, 2]. Но β-глюканы 

вступают в ферментативную реакцию с лизатом 
амебоцитов наряду с БЭ, что приводит к получе-
нию ложноположительных результатов в ЛАЛ-
тесте и создает серьезную проблему при оценке 
качества ЛС по показателю «Бактериальные эндо-
токсины».

Защитный механизм амебоцитов мечехво-
ста эффективен не только против грамотрица-
тельных бактерий, но и против грибов. Следова-
тельно, подобная реакция является ответом на 
грибковую инфекцию, которая включает каскад 
реакций свертывающей системы. β-глюканы за-
пускают фактор фермента протеазы G, тогда как 
БЭ активируют фактор фермента C. Однако в обо-
их случаях результатом является образование 
белка коагулина [3, 4]. 

Выделяют 2 основных источника происхож-
дения β-глюканов в лекарственных препара-
тах: наличие вспомогательных веществ в соста-
ве препарата, например, кармеллозы натрия, 
кроскарбоксиметилцеллюлозы натрия (далее Na-
КМЦ); технологические примеси на стадии получе-
ния ЛС [5]. Na-КМЦ используется в инъекционных 
препаратах, как правило, в качестве пролонгатора 
действия лекарственных веществ. Данное вспомо-
гательное вещество может присутствовать в лио-
филизате или в растворителе к нему [6]. 

Во втором случае, примеси глюканов образу-
ются в ЛС в процессе его изготовления. Так, на-
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SUMMARY

Introduction. Assessment of the quality of drugs in terms of the indicator «Bacterial Endotoxins» has shown that along with the 

latter, β-glucans undergo enzymatic reaction with amebocyte lysate. This leads to false positive results in the (Limulus amebocyte lysate) 

LAL test, which poses a serious problem in the determination of pyrogenic impurities.

There are 2 main sources of β-glucans in drugs: 1) excipients in the composition of a drug (for example, carmellose sodium, cross-

linked sodium carboxymethylcellulose) and 2) technological impurities of the active ingredient at the drug production stage.

Objective: to investigate the potentiating (reinforcing) effect of β-glucans in tests for bacterial endotoxins, to search and select a 

method for its elimination.

Material and methods. The investigation objects were agents: Betamethasone, injectable suspension (7 mg/ml), and Inosine, 

injectable solution (20 mg/ml). Endotoxin-specific buffer (β-glucan blocker) was used to carry out the LAL test in gel-clot and 

chromogenic kinetic modifications.

Results. The investigators considered the main causes of false results: potentiation (reinforcement) of a reaction of the LAL reagent 

with bacterial endotoxins due to the presence of β-glucans in the agents. Procedures were developed to eliminate the factors interfering 

with the LAL test in order to avoid false-positive results.

Conclusion. Methodological approaches were elaborated to prevent the influence of a potentiating (reinforcing) interfering factor 

on the results of the LAL test 

Key words: bacterial endotoxins, interfering factors, false positive results, β-glucans.
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пример, в лекарственном препарате инозина по-
тенциальными источниками глюканов могут 
быть исходные вещества, используемые для его 
получения. Ведь процесс производства инозина 
включает стадии выращивания штамма Bacillus 
subtilis в культуральной жидкости на основе глю-
козы, содержащей дрожжевой экстракт в каче-
стве источника ростовых факторов и дополни-
тельного источника азота (например, дрожжи).

Другая причина возникновения примесей 
β-глюканов в ЛС на стадии их производства – это 
фильтрация через мембраны из ацетата целлю-
лозы [7]. Для эффективного процесса очистки и 
удаления загрязнений используется целлюлоза в 
качестве исходной фильтрующей матрицы, кото-
рую пропитывают фильтрующими и другими до-
бавками. Именно целлюлоза может быть источ-
ником β-глюканов [8].

Цель настоящего исследования – изуче-
ние потенцирующего (усиливающего) влияния 
β-глюканов в испытаниях на наличие БЭ, поиск и 
выбор способа его устранения.

Материал и методы
В качестве объектов исследования были вы-

браны лекарственные препараты, потенциру-
ющие реакцию ЛАЛ-реактива с БЭ: «Бетамета-
зон, суспензия для инъекций 7 мг/мл» (далее 
– Бетаметазон), в составе которого есть вспомо-
гательное вещество – Na-КМЦ, и «Инозин, рас-
твор для внутривенного введения 20 мг/мл» (да-
лее – Инозин) с технологическими примесями 
β-глюканов.

Были использованы фармакопейные методы 
исследования: ЛАЛ-тест в модификациях гель-
тромб тест (методы А, В) и хромогенный кине-
тический тест (Метод D) [9]. Применялись сле-
дующие реактивы: наборы 
ЛАЛ-реактивов с контроль-
ным стандартом эндоток-
сина (КСЭ) с чувствитель-
ностью 0,03 ЕЭ/мл (ЕЭ 
– единицы эндотоксина) для 
методов А, В и для метода D 
c пределом обнаружения от 
0,005 ЕЭ/мл; вода для ЛАЛ-
теста, эндотоксин – спец-
ифичный буфер (блокатор 
β-глюканов).

В исследовании исполь-
зовали суховоздушный на-
гревательный прибор для 
инкубации при темпера-

туре 37°С, фотоколориметр для микропланше-
тов со специальным программным обеспечени-
ем, автоматические дозаторы с переменным и 
фиксированным объемом 10 мкл, 20–200 мкл и 
100–1000 мкл и наконечники к ним, вихревую 
мешалку, рН-метр, секундомер, штативы для 
пробирок, микропланшеты 96-луночные, кру-
глодонные пробирки с диаметром 13 и 10 мм. 
Все реактивы и материалы соответствовали тре-
бованиям ОФС 1.2.4.0006.15 «Бактериальные эн-
дотоксины» Государственной фармакопеи XIII 
издания (ГФ РФ ХIII) [9], что подтверждалось сер-
тификатами анализа. Определение БЭ и исследо-
вание на наличие мешающих факторов выпол-
няли с учетом характеристик, представленных 
в табл.1.

Результаты и обсуждение
В испытаниях с помощью метода А (качествен-

ный анализ) образцы Бетаметазона выдержали 
испытания в максимально допустимом разведе-
нии (МДР) 1:5600. В растворах Инозина, разведен-
ных в МДР, наблюдался плотный гель, что свиде-
тельствовало о положительной реакции или за 
счет наличия БЭ и/или β-глюканов.

Исследование мешающих факторов продол-
жили с помощью метода В, для чего готовили 
ряды двукратных разведений в воде для ЛАЛ-
теста и оценивали результат после инкубации ис-
пытуемых растворов с ЛАЛ-реактивом. В 1-м слу-
чае ЛАЛ-реактив разводили водой для ЛАЛ-теста, 
во 2-м – эндотоксин-специфичным буфером. Ре-
зультаты свидетельствуют о наличии мешающих 
факторов в растворе испытуемого ЛС в разведе-
нии, не превышающем значение МДР (раствор А) 
[10] испытуемых препаратов и возможности их 
устранения (табл. 2, 3).

Таблица 1

Характеристики испытуемых образцов 
для анализа с помощью ЛАЛ-теста

Table 1

Characteristics of test samples for analysis using the LAL test

Наиме-
нование 
препарата

рН 
основного 
раствора

Норма 
предельного 
содержания 

БЭ 

Максимально 
допустимое разведение

методы А, В 
(λ*=0,03)

метод D 
(λ*=0,005)

Бетаметазон 7,3 175 ЕЭ/мл 5600 35000

Инозин 7,1 5 ЕЭ/мл 160 1000

Примечание. λ* – чувствительность используемого ЛАЛ-реактива.
Note. λ* – sensitivity of the LAL reagent used.
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В испытаниях с ЛАЛ-
реактивом, разведенным во-
дой для ЛАЛ-теста, установле-
но, что наличие мешающих 
факторов в образцах Бетаме-
тазона можно устранить с по-
мощью разведения водой для 
ЛАЛ-теста, начиная с кратно-
сти 1:1400. Результаты ис-
пытаний образцов Инозина 
оценивались как ложнопо-
ложительные, так как содер-
жание БЭ составило более 10 
ЕЭ/мл при норме 5 ЕЭ/мл.

Потенцирование (уси-
ление) реакции гелеобра-
зования не наблюдалось в 
образцах препаратов при ис-
пользовании ЛАЛ-реактива, 
разведенного эндотоксин-
специфичным буфером, в 
разведении 1:2 и выше до 
значения МДР. В пробир-
ках с раствором испытуемо-
го ЛС (раствор А) гель не об-
разовывался. Результаты 
испытания подтверждают, 
что ЛАЛ-реактив, разведен-
ный с помощью специфично-
го буфера, не восприимчив к 
действию глюканов, что по-
зволяет достоверно оценить 
качество образцов на нали-
чие БЭ.

В опытах с использова-
нием хромогенного кине-
тического метода получены 
идентичные результаты. В ис-
пытаниях без эндотоксин-
специфичного буфера (табл. 
4) значения концентраций 
БЭ в растворах положитель-
ного контроля образцов (рас-
твор В) Бетаметазона и Ино-
зина составили 214 и 261% от 
установленной концентра-
ции БЭ в растворе с учетом 
добавленного КСЭ. Превы-
шение допустимого диапазо-
на значений для раствора В 
(50–200%) свидетельствует о 
потенцировании (усилении) 
ферментативной реакции.

Таблица 3

Результаты количественного определения 
препарата «Инозин» методом В

Table 3

Results of quantitative determination of Inosine by Assay B

Наиме-
нование 
препарата

Кратность разведений испытуемого раствора препарата

1:2 1:4 1:8 … 1:160 1:320

Инозин 
(раствор А)

Результаты испытаний с ЛАЛ-реактивом, 
разведенным в воде для ЛАЛ-теста

+ + + + + +

Результаты испытаний с ЛАЛ-реактивом, 
разведенным в эндотоксин-специфичном буфере

– – – – – –

Таблица 4

Результаты испытаний препаратов 
«Бетаметазон» и «Инозин» методом D

Table 4

Betamethasone and Inosine test results by Assay D

Препарат, 
разведение

Используемый 
реактив

Раствор А 
(содержание БЭ)

Раствор B 
(50–200%)

Бетаметазон, 
разведение 
1:700

ЛАЛ-реактив разведен 
в воде для ЛАЛ-теста

43,96 ЕЭ/мл 214%

ЛАЛ-реактив разведен 
в эндотоксин-

специфичном буфере
Mенее 3,5 ЕЭ/мл 65%

Инозин, 
разведение 
1:160

ЛАЛ-реактив разведен 
в воде для ЛАЛ-теста

9,22 ЕЭ/мл 261%

ЛАЛ-реактив разведен 
в эндотоксин-

специфичном буфере
Mенее 0,5 ЕЭ/мл 67%

Таблица 2

Результаты количественного определения 
препарата «Бетаметазон» методом В

Table 2

Results of quantitative determination of Betamethasone by Assay B

Наиме-
нование 
препарата

Кратность разведений испытуемого раствора препарата

1:2 1:4 1:8 … 1:700 1:1400

Бетаметазон 
(раствор А)

Результаты испытаний с ЛАЛ-реактивом, 
разведенным в воде для ЛАЛ-теста

+ + + + + –

Результаты испытаний с ЛАЛ-реактивом, 
разведенным в эндотоксин-специфичном буфере

– – – – – –

Примечание. Здесь и в табл. 3 обозначение конечного результата гель-тромб теста: 
плюс (+) – наличие геля; минус (–) – отсутствие геля.
Note. Here and in Table 3, the final result of the gel-clot test is designated as follows: plus 
(+) is the presence of the gel; minus (–) is the absence of the gel.
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Заключение
Для определения содержания БЭ в ЛС, способ-

ных потенцировать (усиливать) ферментативную 
реакцию с ЛАЛ-реактивом, следует использовать 
буферный раствор, который блокирует реакци-
онную систему фактора G. Кроме того, можно 
применять ЛАЛ-реактив, у которого удален фак-
тор G, реагирующий с глюканами [9]. Использова-
ние данных специфичных реактивов в ЛАЛ-тесте 
позволяет исключить ложноположительные ре-
зультаты. Таким образом можно избежать завы-
шенных результатов, искажающих представле-
ние о качестве, вплоть до признания продукции 
недоброкачественной по показателю «Бактери-
альные эндотоксины».
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