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Předmluva

Tento normativní dokument (EN ISO 29701:2010) byl připraven technickou komisí ISO/TC 229
„Nanotechnologie“ ve spolupráci s technickou komisí CEN/TC 352 „Nanotechnologie“, jejíž sekretariát
zajišťuje BSI.

Této evropské normě je nutno nejpozději do března 2011 dát status národní normy, a to buď vydáním
identického textu, nebo schválením k přímému používání, a národní normy, které jsou s ní v rozporu,
je nutno zrušit nejpozději do března 2011..

Podle Vnitřních předpisů CEN/CENELEC jsou tuto evropskou normu povinny zavést národní
normalizační organizace následujících zemí: Belgie, České republiky, Dánska, Estonska, Finska,
Francie, Irska, Islandu, Itálie, Kypru, Litevska, Lotyšska, Lucemburska, Maďarska, Malty, Německa,
Nizozemska, Norska, Polska, Portugalska, Rakouska, Řecka, Slovenska, Slovinska, Spojeného
království, Španělska, Švédska a Švýcarska.
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Úvod

Endotoxiny (lipopolysaccharidy, LPS) jsou součástí vnější membrány gramnegativních bakterií, jako
jsou E. coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus. Endotoxin může vyvolat
u savců, vč. člověka, řadu systémových reakcí, např. horečku, disseminační intravaskulární srážlivost,
snížení krevního tlaku (hypotonie), selhání krevního oběhu a smrt: Reakce jsou nepřímo ovlivněné
produkcí různých druhů cytokinů, aktivací kaskády komplementů, aktivací kaskády koagulace atd.
Endotoxiny se nacházejí v běžném environmentu. Protože většina vyšetřovacích zkoušek
nanomateriálů pro zkušební systémy in-vitro a in-vivo vyžaduje rozličné postupy přípravy, endotoxiny



mohou znečistit nanomateriály, pokud jsou zkoušky prováděny bez náležité důslednosti.

Za účelem testu toxikologického screeningu nebo zkoušky biokompatibility nanomateriálů nebo pro
mechanismus zkoušky jedovatosti vyvolané nanomateriály jsou nyní vyvíjeny a používány různé
varianty buněčných zkušebních systémů in-vitro a in-vivo na modelech zvířat. V in-vitro testovacích
systémech se nejčastěji používají makrofágy a ostatní relevantní buňky savců, jako testovací buňky,
zejména pro nanomateriály, protože jsou primárně odpovědné za sledování buněk v těle. Avšak tyto
buňky často reagují s endotoxiny, a proto je obtížné rozlišit reakci na endotoxiny od reakce na
nanomateriály. Z tohoto důvodu kontaminace vzorků endotoxiny může značně zkreslit výsledky
zkoušek in vitro.

Kontaminaci zapříčiněnou endotoxiny lze omezit, pokud se důsledně dodržují postupy při přípravě
zkoušky. Z tohoto důvodu je nutná předběžná zkouška endotoxinů, aby se minimalizovala
kontaminace, kterou způsobí nebo aby se zjistila úroveň hladiny koncentrace endotoxinů v měřeném
vzorku. Dále je důležité určit kvantitativně úroveň endotoxinů, aby bylo možné správně interpretovat
naměřená data získaná pomocí biologických testů in-vitro.

Endotoxiny mohou znečistit medicínské produkty a léky pro parenterální užívání. Proto byly vyvinuty
a zavedeny kvantitativní a semikvantitativní vyšetřovací postupy k určení množství endotoxinů, i jako
standard laboratorních postupů pro nanomateriály (viz reference [6]). Zkouška bakteriálních
endotoxinů reakcí Limulus-amoebozyten lysat (LAL) byla vyvinuta jako in-vitro zkouška pro určení
přítomnosti kontaminace endotoxiny. Je to alternativa ke zkoušce pyrogenicity na králících,
odpovídající metody jsou popsány ve farmakologii mnoha zemí.

ISO 29701 obsahuje základní informace o zkoušce LAL a popisuje návod na zkoušku LAL
nanomateriálů, které jsou pro biologické zkoušky in-vitro.

1 Předmět normy

Tato mezinárodní norma určuje zkoušku reakceLimulus amoebozyten lysat (LAL) pro důkaz
a kvantitativní vyhodnocení nanomateriálů určených pro biologické kontrolní systémy in-vitro na bázi
buněk. Zkouška je vhodná pro vzorky nanomateriálů rozptýlených ve vodním prostředí např. vodě,
séru nebo reakčním mediu s nanomatériály která jsou udržovaná na teplotě 37 °C.

Tato mezinárodní norma se týká pouze in-vitro systémů, ale lze ji přizpůsobit i pro nanomateriály,
které přijímají zvířata parenterálními (mimostřevními) cestami.

Konec náhledu - text dále pokračuje v placené verzi ČSN.


