Pyrogenni latky obsazené ve sterilnim injekénim roztoku vyvolavaji
u krélika po nitrozilnim podani vzestup jeho rektalni teploty.

Vybér zvitat: Ke zkousce se pouziji zdravi dospéli kralici o hmot-
nosti nejméné 1,5 kg. Zvifata jsou chovdna v klidném prostredi
v individuélnich klecich, krmena standardni vyvézenou dietou bez
obsahu antibiotik a jejich hmotnost nevykazuje béhem tydne pfed
zkouskou Zadny Ubytek. Teplota chovné mistnosti je stald a nelidi se
o vice nez 3°C od teploty zkusebni mistnosti. Po zkousce s nepy-
rogennim vysledkem se muze krélik vzit do nové zkousky nejdfive
za 3 dny, po zkousce s pyrogennim pfipravkem se tento interval
prodluzuje na 3 tydny.

Pfistrojové vybaveni: Pohyblivost kralika pfi zkousSce se omezuje
vhodnym zafizenim, které fixuje netraumatizujicim zplsobem pouze
siji zvitete a dovoli mu zaujmout normalni uvolnénou pozici v sedé.
K'méfeni télesné teploty se pouziji rektalni teploméry nebo elektrické
termometry, které udavaji teplotu s pfesnosti 0,1 °C. Vsechny pro-
stfedky pouzité v kontaktu s kralikem musi byt apyrogenni. Nejprve
se provadi predbézné testovani krélikl. Nasleduje vlastni provedent
zkousky.

Zkouska se provadiv oddélené nerusené mistnosti se stalou teplo-
odebréna potrava. Po upoutani do fixa¢niho zafizeni a zavedeni rektél-
nich termometrd se u kazdého zvifete 90 min sleduje télesna teplota
v 30min intervalech. Zkouseny roztok, zahfaty na teplotu asi 38,5 °C,
se pomalu vstfkne do margindlni usni Zily kralika s dobou podani
nejvyse 4 min, neni-li v pfislusném ¢lanku uvedeno jinak. Mnozstvi
latky se pro provedeni zkousky lisi podle zkouseného pfipravku a je
pfedepsano v prislusném clanku. Objem vstfikovaného roztoku ma
byt nejméné 0,5 ml/kg a nejvyse 10 ml/kg télesné hmotnosti. Reakce
krélika je vyjadfena rozdilem mezi jeho vychozi a maximalni nameérte-
nou teplotou. Jestlize je tento rozdil negativni, je vysledek pocitan jako
nulové odpoved. Vysledek zkousky se posoudi na zdkladé namérenych
vzestupUl rektédIni teploty u pouzité skupiny kralikl (6).

Vyhody: tradi¢ni metoda (poprvé uvedend v CSL 2 v roce 1954)
(7) zalozend na podobné reakci zviteciho organismu na pritomnost
pyrogenu/U v organismu jako u ¢lovéka.

Tato metoda méla svdj zasadni vyznam zejména u nasledujicich
typU pfipravkd:

B Intravendzni roztoky: Roztoky uréené pro intravendzni podani,
jako jsou elektrolytové roztoky, roztoky pro parenterdini vyzivu,
a injekéni roztoky.

®  Dialyzacni roztoky: Roztoky pouzivané pfi hemodialyze, kde je kri-
tickd absence pyrogent vzhledem k pfimému kontaktu s krevnim
obéhem.

B |mplantaty a lékafské pfistroje: Implantabilni materidly, jako jsou
katétry nebo stenty, které pfichdzeji do kontaktu s tkdnémi nebo
krevnim fecistém.

B Biologickeé pfipravky: Napfiklad vakciny a dalsi biologické produkty,
kde je testovani na pyrogeny nezbytné pro zajisténi bezpecnosti
pacienta.

B Roztoky pro oplachovani dutin téla: Napt. roztoky pro oplachovanf{
peritonedlnf dutiny béhem chirurgickych zakrokd.
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Nevyhody: biologicky a kvalitativni test vyuZivajici laboratornf
zvite (3R — Replacement, Reduction, Refinement), ¢asové i ekonomicky
naro¢né, nutnost zaskolenf persondlu, nutnost trénovani pouzivani
laboratornich zvifat. Test nelze pouZit v pfipadé toxicity aktivnf latky,
pfipadné pokud aktivni latka sama teplotu ovliviiuje.

UpIné odstranéni RPT z evropského Iékopisu (Ph. Eur) se dle do-
porucenfjednotlivych Iékopisnych komisi jevi jako nezbytné z dlvodu
vylouceni pouzitf laboratornich zvifat. Pro kontrolu pyrogenity (endo-
toxiny a nonendotoxiny) je cilem prejit k vyhradnimu pouziti testd in
vitro (tj. BET nebo MAT) (8).

b.Test aktivace monocytl (Monocyty activation test — MAT) (Ié-
kopisny ¢lanek 2. 6. 30)

Obecna monografie 2. 6. 30. Test aktivace monocytl (MAT) byla
zavedena do Ph. Eur. v roce 2009 a poskytuje in vitro alternativu k RPT.
Test aktivace monocytl napodobuije lidskou imunitni reakci inkubacf
monocytd s testovanym vzorkem. Tento test je schopny detekovat jak
endotoxinové, tak neendotoxinové pyrogeny. V pfiftomnosti pyroge-
n0 dochazf k aktivaci monocytl, které nasledné produkuji zanétlivé
molekuly, cytokiny, jez jsou odpovédné za horec¢natou reakci. Tyto
cytokiny jsou poté detekovany pomoci imunologického testu (ELISA),
ktery vyuziva specifické protilatky a enzymatickou barevnou reakci.

PyroCell Monocyte Activation Test Systems je piikladem detekeni
soupravy pro stanoveni pyrogend metodou MAT. Tyto soupravy jsou
optimalizované a validované pro citlivou detekci pyrogend ve farmaceu-
tickych pfipravcich. Systém PyroCell MAT, IL-6° zahrnuje mononukledrni
bunky ziskané z kryokonzervované periferni krve (PBMC), které jsou
sdruzené od ¢tyf lidskych darct (pMAT buriky), spolu s optimalizovanym
kultivac¢nim médiem.

Test se provadi v nékolika krocich. Prvnim krokem je rozmrazenti
kryokonzervovanych pMAT bunék, které se poté inkubuji se zkousenou
latkou jako bunécné kultury po dobu 18-24 hodin. Nésledujici den se
sbiraji supernatanty bunécnych kultur, a cytokin IL-6, uvolfiovany akti-
vovanymi lidskymi monocyty, se detekuje pomoci lidského ELISA testu
IL-6. Méfeni absorbance se provadi na ¢tecce absorbance. Namérené
hodnoty jsou nasledné pfepocitany na ekvivalentnf jednotky endo-
toxinu (EEU/ml) pomoci referencnich fedéni endotoxind. Test je ovéren
s pouzitim soupravy Pelikine compact human IL-6 ELISA, kterd zajistuje
robustni a spolehlivé vysledky (9).

Vyhody MAT:

m  Siroké spektrum detekce pyrogend: MAT dokaze detekovat nejen
endotoxiny (pyrogeny pochazejici zgramnegativnich bakterif), ale
také neendotoxinové pyrogeny, jako jsou pyrogeny z gram-pozi-
tivnich bakterii, hub nebo vird.

B Humanni pfistup: MAT je in vitro test, coz znameng, Ze nevyzaduje
pouZitf Zivych zvifat. To sniZuje etické a pravni problémy spojené
s testovanim na zvifatech a je v souladu s principy 3R.

B | epsf reprodukovatelnost: Test poskytuje vyssi konzistenci a spo-
lehlivost vysledk( nez nékteré in vivo testy, diky standardizovanym
podminkdm a pouziti specifickych lidskych monocyt(.

B | epsipredikce lidské odpovédi: Protoze MAT pouziva lidské burky,
mUZe lépe napodobovat imunitni odpovéd ¢loveéka na pyrogeny
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