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Введение

ISO (Международная организация по стандартизации) является федерацией национальных ор­
ганов по стандартизации {органов — членов ISO). Работу по подготовке международных стандартов 
проводят через технические комитеты ISO. Каждая организация-член, заинтересованная в области 
деятельности, для которой создан технический комитет, имеет право быть представленной в данном 
комитете. Международные правительственные и неправительственные организации также принима­
ют участие в работе ISO. ISO тесно сотрудничает с Международной Электротехнической Комиссией 
(IEC) по вопросам стандартизации электротехнической продукции.

Процедуры, примененные при разработке настоящего стандарта, а также процедуры, предназна­
ченные для его дальнейшей поддержки, приведены в Директиве ISO/IEC. часть 1. В частности, следует 
обратить внимание на различные критерии утверждения для различных типов документов ISO. На­
стоящий стандарт составлен в соответствии с редакционными правилами Директив ISO/IEC, часть 2 
(www.iso.org/directives). Следует обратить внимание на возможность того, что некоторые элементы на­
стоящего стандарта могут быть объектом патентных прав.

ISO не несет ответственности за обозначение каких-либо таковых патентных прав. Детали каких- 
либо патентных прав, обозначенных при разработке настоящего стандарта, будут включены во введе­
нии и/или в списке полученных патентных деклараций ISO (см. www.iso.org/patents).

Любая торговая марка, упомянутая в настоящем стандарте, является информацией, приведенной 
для удобства пользователей и не является рекламой.

Для разъяснения добровольного характера стандартов, значений конкретных терминов ISO и вы­
ражений. связанных с оценкой соответствия, а также информации о приверженности ISO принципам 
ВТО по техническим барьерам в торговле (ТВТ) см. следующий URL: www.iso.org/iso/foroword.html.

Настоящий стандарт разработан Техническим комитетом ISO/TC 194 «Биологическая и клиниче­
ская оценка медицинских изделий».

Данное третье издание отменяет и заменяет второе издание (ISO 10993-4:2002). которое техни­
чески пересмотрено.

Оно также включает изменение ISO 10993-4:2002/Amd 1:2006.
Были сделаны следующие изменения:
a) пересмотрены некоторые определения и добавлены новые определения:
b) объединены таблицы 1 и 2 в одну новую таблицу 1 с реорганизованными категориями иссле­

дований и заголовками для подчеркивания и раздельного рассмотрения гемолиза, индуцированного 
материалами и механическими воздействиями, а также исследований in vitro и in vivo для оценки риска 
тромбоза:

c) объединены таблицы 3 и 4 в одну новую таблицу 2 с упрощенным списком рекомендуемых и 
наиболее распространенных тестов;

d) обновлено приложение В. включающее описание только наиболее распространенных исполь­
зуемых тестов для оценки взаимодействий изделий с кровью;

e) добавлено приложение С. содержащее описание тромбоза in vivo и методов исследования:
f) обновлено приложение D. бывшее приложением С в предыдущем издании, и теперь включает 

добавленную информацию по механически индуцированному гемолизу:
д) добавлено приложение Е, включающее описание исследования комплемента и сведения о 

лучших методах исследования.
h) добавлены приложения F и G. включающие менее распространенные методы, используемые 

для оценки взаимодействий с кровью, и методы исследований, которые не рекомендуется применять 
в доклинической оценке взаимодействия медицинского изделия с кровью, соответственно. Многие из 
этих методов ранее были включены в приложение В;

i) небольшие стилистические и лексические уточнения внесены в текст:
j) реорганизован список литературы и обновлен дополнительными и более актуальными источ­

никами.
Выбор и планирование методов исследований взаимодействия медицинских изделий с кровью 

должны учитывать конструкцию изделия, материалы, клиническое применение, условия использования 
и риск-выгоду.

Такой уровень конкретности может быть описан только в вертикальных стандартах, применяемых 
к конкретному или ограниченному виду медицинских изделий.
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Первоначальным источником для разработки настоящего стандарта была публикация «Guidelines 
for blood/material interactions» («Руководство no взаимодействию материалов с кровью»), отчет Нацио­
нального института болезней сердца, легких и крови (14], главы 9 и 10. Эта публикация была впослед­
ствии пересмотрена (15].
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

Изделия медицинские

ОЦЕНКА БИОЛОГИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ МЕДИЦИНСКИХ ИЗДЕЛИЙ

Ч а с т ь  4

Исследования изделий, взаимодействующих с кровью

Medical devices. Biological evaluation of medical devices.
Part 4. Selection of tests for interactions with blood

Дата введения — 2021—03—01

1 Область применения
Настоящий стандарт распространяется на медицинские изделия (МИ), включая материалы, пред­

полагаемые для изготовления МИ. взаимодействующие с кровью, и устанавливает общие требования к 
оценке их биологического действия.

В настоящем стандарте приведены:
a) классификация МИ. предназначенных для использования в контакте с кровью, основанная на 

применении и длительности контакта, в соответствии с ISO 10993-1;
b) фундаментальные принципы для оценки биологического действия МИ при контакте с кровью.
c) рекомендации по выбору методов исследований МИ в соответствии с конкретными видами и 

категориями.
Методы исследований МИ конкретных видов должны быть установлены в соответствующих стан­

дартах с учетом требований к МИ и обеспечивать точность измерений.
Настоящий стандарт устанавливает общие требования к проведению оценки биологического дей­

ствия МИ и не устанавливает методы испытаний МИ конкретных видов.
Для серийно выпускаемых МИ, безопасность которых подтверждена, дополнительные исследова­

ния на соответствие настоящему стандарту не требуются.

2 Нормативные ссылки
В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие стандарты. Для дати­

рованных ссылок применяют только указанное издание ссылочного стандарта, для недатированных — 
последнее издание (включая все изменения).

ISO 10993-1. Biological evaluation of medical devices — Part 1: Evaluation and testing within a risk 
management process (Оценка биологического действия медицинских изделий. Часть 1. Оценка и иссле­
дования в процессе менеджмента рисков)

ISO 10993-12. Biological evaluation of medical devices — Part 12: Sample preparation and reference 
materials (Биологическая оценка медицинских изделий. Часть 12. Приготовление проб и стандартные 
образцы)

Издание официальное
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3 Термины и определения
В настоящем стандарте применены термины no ISO 10993-1. ISO 10993-12, а также следующие 

термины с соответствующими определениями.
ИСО и МЭК ведут терминологические базы данных для использования в стандартизации по сле­

дующим адресам:
- электропедия МЭК: доступна на http:/Avww.electropedia.org/:
- платформа онлайн-просмотра ИСО: доступна на http:y/www.iso.org7obp.
3.1 антикоагулянт (anticoagulant): Агент, предотвращающий или задерживающий сверты­

вание крови.

Пример — Г епарин, этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА), цитрат натрия.

3.2 взаимодействие изделие/кровь (btood/device interaction): Взаимодействие между МИ и 
кровью или компонентом крови и МИ.

3.3 коагуляция (coagulation): Процесс, обусловленный каскадом активации факторов свертыва­
ния (коагуляции) крови.

П р и м е ч а н и е  1 —  Факторы каскадной коагуляции и фибринолитической системы могут быть определены 
при контакте крови с МИ методами in vitro и in vivo.

3.4 система комплемента (complement system): Гуморальная составляющая естественной им­
мунной системы, состоящая болео чем из 30 различных белков плазмы, включая ферменты, кофакто­
ры и клеточные рецепторы, которые могут быть задействованы в развитии тромбоза.

П р и м е ч а н и е  1 — Эффекторные молекулы, получаемые из компонентов комплемента, являются возмож­
ными компонентами явлений воспаления, фагоцитоза и лизиса клеток. Настоящий стандарт не распространяется 
на активацию комплемента, связанную с иммунотоксичностью, гиперчувствительностью и выделением анафила- 
токсинов (см. ISO/TR 10993-20).

П р и м е ч а н и е  2 — Следует учитывать, что активация системы комплемента может способствовать и уско­
рять гемолиз, активацию тромбоцитов и лейкоцитов, а также тромбоз на поверхностях материала МИ (см. прило­
жение Е).

3.5 прямой контакт с кровью (direct blood contact). Контакт, при котором МИ или материал МИ 
вступает в непосредственный контакт с кровью или ее компонентами.

3.6 тромбоэмболизация (embolization): Процесс, при котором тромб крови или инородное тело 
попадает в кровоток и может его частично или полностью перекрыть и вызвать затрудненный ток крови 
ниже по потоку.

3.7 тест-система ex vivo (ex vivo test system): Тест-система, в которую кровь поступает непосред­
ственно от человека или подопытного животного в камеру для исследований, расположенную вне тела.

П р и м е ч а н и е  1 — При использовании экспериментальной модели на животных кровь может быть сразу 
введена обратно в кровоток животному (рециркуляция) или собрана в пробирки для исследования (однократный 
проток). В каждом случае камера для исследований находится вне тела.

3.8 гематология (haematology): Раздел медицины, изучающий кровь, включая количественный 
анализ клеточных и плазменных компонентов крови.

3.9 гоматокрит (haematocrit): Отношение объема всех форменных элементов к объему цельной 
крови.

3.10 гемолиз (haemolysis): Высвобождение гемоглобина из эритроцитов из-за разрушения клеточ­
ной мембраны или из-за ее частичного повреждения.

3.11 гемосовместимое МИ (haemocompatible): Изделие или материал изделия, находящиеся в 
контакте с кровью без каких-либо заметных клинически значимых негативных реакций (например, тром­
боз, гемолиз (см. 3.10). активация тромбоцитов, лейкоцитов и комплемента) и/или других отрицатель­
ных эффектов, связанных с кровью.

3.12 непрямой контакт с кровью (indirect blood contact): Контакт, при котором МИ. используемое 
в качестве проводника, вступает в контакт с кровотоком только при входе в кровеносно-сосудистую 
систему.

Пример — Изделия доставки лекарственных средств и парентерального питательного раство­
ра.

2
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3.13 промышленно выпускаемое изделие; промышленное изделие сравнения: LMCD (legally- 
marketed comparator device; LMCD): Серийно изготавливаемое и признанное безопасным МИ. исполь­
зуемое в качестве сравнительного контроля в оценке безопасности исследуемого изделия методами 
in vitro или in vivo, со сходными конструкцией, материаломУматериалами и клиническим применением.

П р и м е ч а н и е  1 — Рекомендуется применять LMCD. реализацию которого осуществляют в том же регио­
не. 8 котором проводят иследования МИ.

3.14 отсутствие контакта с кровью (non-blood-contact): Контакт МИ с организмом пациента, при 
котором не происходит прямого или непрямого контакта МИ с кровью.

3.15 коллоидно-осмотическое давление (colloidal osmotic pressure): Общее влияние белков или 
других веществ с высокой молекулярной массой на осмотическую активность плазмы.

3.16 тромбоциты (platelets): Безъядерные клетки, присутствующие в крови и способствующие 
тромбообраэованию за счет их адгезии к поверхности, высвобождением тромбоцитарных факторов 
свертывания иУили агрегацией, приводящими к формированию гемостатической пробки.

3.17 адгезия тромбоцитов (platelet adherent). Способность тромбоцитов (см. 3.16) прилипать к 
поверхности материала МИ.

П р и м е ч а н и е  1 — Данное свойство испытываемого МИ. как правило, исследуют при сравнении с отрица­
тельным контролем, положительным контролем и'‘или LMCD при контакте с кровью.

П р и м е ч а н и е  2 — Адгезия тромбоцитов не обязательно сопровождается их активацией, т. е. тромбоциты 
на поверхности могут быть или не быть активированными.

3.18 тромбинообразующее свойство (thrombin generating): Свойство МИ. проявляющееся при 
контакте с кровью и способствующее или ускоряющее процессы образования тромбина.

П р и м е ч а н и е  1 — Данное свойство испытываемого МИ. как правило, исследуют при сравнении с отрица­
тельным контролем, положительным контролем и''или LMCD при контакте с кровью.

3.19 тромбогенное свойство (thrombogenic): Свойство МИ. проявляющееся при контакте с 
кровью и способствующее формированию тромба.

П р и м е ч а н и е  — Данное свойство испытываемого МИ. как правило, исследуют при сравнении с отрица­
тельным контролем, положительным контролем и/или LMCD при контакте с кровью.

3.20 тромбоэмболизация (thromboembolization): Процесс, при котором происходит частичная или 
полная непроходимость кровеносного сосуда за счет переноса оторвавшегося тромба (см. 3.21) ниже 
по потоку.

3.21 тромб (thrombus): Коагулированная смесь эритроцитов, скопившихся тромбоцитов (см. 3.16), 
фибрина и других клеточных элементов.

3.22 тромбоз (thrombosis): Формирование тромба (см. 3.21) in vivo, ex vivo или в имитированных 
условиях in vitro, вызванное активацией системы свертывания крови и тромбоцитов (см. 3.16) в крови.

П р и м е ч а н и е  1 — Тромбоз также может происходить в областях кровеносного сосуда или изделия при 
наличии стаза (остановки кровотока).

3.23 цельная кровь (whole blood): Нефракционированная кровь, забранная у человека или подо­
пытного животного.

П р и м е ч а н и е  1 — Кровь может быть без антикоагулянтов или с антикоагулянтами, например содержать 
цитрат натрия или гепарин.

4 Обозначения и сокращения

В настоящем стандарте применены следующие обозначения и сокращения:
ВЬ — содержащий ферменты фрагмент фактора В. произведенный расщеплением (факто­

ром D) при активации альтернативного пути;
(5-ТГ (p-TG) — бета-тромбоглобулин;
C4d — продукт деградации С4 активации комплемента классическим путем;
СЗа. С5а — продукты расщепления комплемента из СЗ и С5;
СН-50 — количество комплемента, требуемого для лизиса 50 % суспензии RBC:
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D-димер (D-Dimer) — определенные продукты распада фибрина (перекрестно связанный фибрин 
F XIII), состоящие из D-фрагментного димера:

И ФА (ELISA) — метод иммуноферментного твердофазного анализа:
ПДФ (FDP) — продукты деградации фибрина/фибриногена:
ФПА (FPA) — фибринопептид А;
F1.2 — некаталитический фрагмент, отщепленный от протромбина при его преобразовании в 

тромбин (также называемый F1+2);
iC3b — неактивная форма СЗЬ, субфрагмент СЗ.
ИП (IFU) — инструкция по применению;
НПВ (IVC) — нижняя полая вена:
MPT (MRI) — магнитно-резонансная томография;
ПЭТ (РЕТ) — позитрон-эмиссмонная томография:
ТФ-4 (PF-4) — тромбоцитарный фактор 4;
ПОТ (PRP) — плазма, обогащенная тромбоцитами;
ПВ (РТ) — протромбиновое время.
ЧТВ (РТТ) — частичное (парциальное) тромболластиновое время;
SC5b-9 — продукт терминального пути активации комплемента:
РЭМ (SEM) — растровая электронная микроскопия.
ТАК (ТАТ) — тромбин-антитромбиновый комплекс:
ТКК (ТСС) — терминальный комплекс комплемента; также известен как мембраноатакующий 

комплекс (МАК), вычисляемый измерением SC5b-9;
ТВ (ТТ) — тромбиновое время;
ТхВ2 — тромбоксан В2.

5 Классификация медицинских изделий, контактирующих с кровью, 
в соответствии с ISO 10993-1
5.1 Медицинские изделия, не контактирующие с кровью

МИ. не контактирующими с кровью, являются изделия, которые не имеют прямого или непрямо­
го контакта с кровью или с составляющими крови, находящимися в организме или возвращенными в 
организм. Диагностическое изделие in vitro и пробирка для забора крови являются примерами МИ. не 
контактирующих с кровью. Некоторые МИ. такие системы как интродьюсеры для имплантатов, могут 
содержать как контактирующие, так и не контактирующие с кровью компоненты.

5.2 Медицинские изделия, присоединяемые извне

5.2.1 Общие положения
К МИ, присоединяемым извне, относят изделия, контактирующие с циркулирующей кровью и слу­

жащие в качестве проводников для входа в сосудистую систему. Некоторые МИ могут иметь компонен­
ты или составляющие с различными типами контакта (прямой и непрямой). Перечень МИ, приведенный 
в настоящем разделе, не является исчерпывающим.

5.2.2 Модицинскио изделия, присоединяемые извне, находящиеся в непрямом контакте с 
кровью

К МИ. присодениняемым извне, находящимся в непрямом контакте с кровью, относят следующие 
изделия:

- изделия для сбора крови:
- канюли;
- аппараты для реинфузии крови;
- изделия для хранения и введения крови и ее продуктов (например, трубки и мешки):
- набор магистралей для циркулирующей крови;
- внутрисосудистые катетеры.
5.2.3 Медицинские изделия, присоединяемые извне, находящиеся в прямом контакте с цир­

кулирующей кровью
К МИ. присоединяемым извне, находящимся в прямом контакте с циркулирующей кровью, относят 

следующие изделия:
- оборудование для атерэктомии.
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- мониторы крови с прямым или непрямым контактом;
- аппараты искусственного кровообращения;
- изделия для адсорбции определенных веществ из крови;
- оборудование для донорского и терапевтического афереза.
- экстракорпоральные мембранные оксигенаторы;
- оборудование для гемодиализа/гемофильтрации;
- интервенционные сердечно-сосудистые изделия;
- внутрисосудистые катетеры (баллонные, для визуализации, лазерные, ультразвуковые);
- фильтры удаления лейкоцитов;
- подкожные системы поддержки кровообращения:
- катетеры ретроградной коронарной перфузии;
- сосудистые проволочные проводники/кондукторы.

5.3 Имплантируемые медицинские изделия

К имплантируемым МИ. помещаемым в основном или полностью внутрь сердечно-сосудистой 
системы, относят следующие изделия;

- кольца для аннулопластики;
- артериовенозные шунты;
- мониторы крови (имплантируемые);
- вспомогательные устройства для системы кровообращения (искусственный желудочек сердца, 

искусственное сердце, интрааортальные баллонные насосы):
- приборы для эмболизации:
- эндоваскулярные синтетические сосудистые трансплантаты;
- имплантируемые электроды дефибриллятора и кардиовертера:
- фильтры для нижней полой вены;
- катетеры для внутренней доставки лекарств;
- внутрисосудистые оксигенаторы (искусственные легкие).
- механические или биологические клапаны сердца;
- электроды кардиостимулятора;
- хирургические синтетические или биологические сосудистые протезы;
- стенты кровеносных сосудов.

6 Характеристика процессов взаимодействия медицинских изделий 
с кровью

6.1 Общие требования

ВНИМАНИЕ — Надежные доказательства могут быть предоставлены для обоснования вы ­
бора категорий испытаний для тестирования изделия. Напримор, метод исследование in  vivo 
на наличие тромбоза часто является предпочтительным методом для тестирования изделия 
в категории тромбоза. Тем не менее в отдельных случаях письменные обоснования, которые 
включают сочетание исследований из категорий свертывания, тромбоцитов, гематологии и ком­
племента. могут быть использованы в качестве замены исследования тромбоза.

6.1.1 На рисунке 1 приведен алгоритм принятия решения о необходимости проведения испытаний 
МИ на гемосовместимость. Взаимодействия МИ с кровью подразделяют на несколько категорий в зави­
симости от измеряемой первичной реакции крови. В таблице 1 приведены примеры МИ, контактирую­
щих с циркулирующей кровью, и категории исследования, соответствующие каждому МИ. Приведенный 
перечень МИ не является всеобъемлющим. Выбор категории исследования для МИ. не включенных в 
таблицу, осуществляют с учетом характеристик конкретного МИ и его применения.

Для МИ. на которые существует конкретный международный стандарт (вертикальный стандарт), 
требования к биологической оценке и методам испытаний, изложенные в этом вертикальном стандар­
те. имеют приоритет над общими требованиями, установленными в настоящем стандарте.

6.1.2 При исследовании следует использовать адекватную модель или систему, которые имити­
руют геометрию и условия контакта МИ с кровью при применении по назначению. При моделировании 
условий контакта МИ с кровью должны быть учтены продолжительность контакта, соответствующие
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значения температуры, данные о стерильности, виде и концентрации антикоагулянта (см. 6.1.12). со­
стояние кровотока. Например, при исследовании МИ. у которых возможно вычислить значение пло­
щади поверхности (например, сосудистый стент), определяют необходимый объем жидкости для тест- 
системы in vitro в зависимости от исследуемой площади поверхности МИ. в см2, по отношению к объему 
жидкости для тест-системы in vitro. Для определения количества пробы, используемой в тест-системе, 
у МИ сложной геометрии или у которых невозможно вычислить значение площади поверхности (напри­
мер. дисперсия частиц поливинилового спирта (ЛВС), используемого в качестве эмболов) — определя­
ют массу вместо площади поверхности.

Исследования проводят только на той части МИ. которая контактирует с кровью прямо или кос­
венно. Методы исследования и регистрируемые параметры выбирают с учетом последних научных 
достижений в данной области.

Природу и концентрацию антикоагулянта выбирают в зависимости от конкретного применения 
МИ и вида проводимого метода. Исследования проводят с учетом информации о природе и концен­
трации выбранного антикоагулянта с целью прогнозирования возможности получения положительных 
и отрицательных ответов. Информация для испытаний на животных представлена в 6.1.6 и С.2. для 
исследований in vivo и ox vivo — в 6.1.12. для исследований in vitro — в 6.3.1. для катетеров и провод­
ников — в А.З.

Результаты исследования гемосовместимости МИ зависят от площади поверхности МИ. контак­
тирующей с кровью, поэтому такие методы (например, активация системы комплемента) не применяют 
к изделиям непрямого контакта.

6.1.3 При проведении исследований используют контроли (положительные и отрицательные), кро­
ме тех случаев, когда их исключение обосновано. Там. где это возможно, исследование должно вклю­
чать соответствующее изделие-аналог, используемое в клинической практике (т. о. LMCD). или хорошо 
охарактеризованный материал (6].

Контроль должен включать отрицательные и положительные эталонные материалы. Все иссле­
дуемые материалы и LMCD должны соответствовать всем требованиям контроля качества и гарантий 
качества изготовителя и испытательной лаборатории. Для всех испытанных МИ в протоколе должны 
быть указаны наименование и адрес изготовителя, класс и тип МИ.

6.1.4 При исследовании материалов, предполагаемых для изготовления компонентов МИ. допу­
скается проводить скрининг-анализ. При этом следует учитывать, что предварительные испытания не 
могут заменить исследования целого стерильного МИ или его компонента в условиях, которые имити­
руют или ужесточают условия их клинического применения.

П р и м е ч а н и е  1 — Следует учитывать, что изменения в производственном процессе (включая использо­
вание производственных приспособлений), которые могут изменять свойства поверхности или химический состав 
целого МИ. также могут повлиять на его гемосовместимость.

П р и м е ч а н и е  2 — Если старение может повлиять на свойства готового МИ (например, свойства биоло­
гически активных покрытий, содержащих гепарин, могут изменяться с течением времени), то проводят испытания 
образцов после их старения.

6.1.5 Испытания, которые не имитируют условия эксплуатации МИ. не могут точно прогнозировать 
характер его взаимодействий с кровью, которые могут произойти при применении по назначению. Точ­
ность и достоверность результатов краткосрочных (скрининговых) исследований in vitro или ox vivo для 
прогнозирования гемосовместимости МИ считают более высокими, если при применении по назначе­
нию его используют не для длительного или постоянного, а для кратковременного контакта с кровью.

П р и м е ч а н и е  —  Упрощенные испытания материалов, предполагаемых для изготовления компонентов 
МИ (например, при структурном и функциональном химическом модифицировании поверхности), являются важ­
ным этапом в идентификации, оптимизации и выборе материала изделия.

6.1.6 При испытаниях на животных МИ. предполагаемое к применению ex vivo (внешний контакт), 
исследуют ex vivo; МИ. предполагаемое к применению in vivo (имплантаты), исследуют in vivo на экс­
периментальной модели, имитирующей наиболее точно возможные условия клинического применения. 
Протокол должен содержать подробное описание вида исследования (см. 6.2.1) и метода испытаний.
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“  Для изделий прямого и непрямого контакта необходимость исследования гемосовместимости следует 
рассматривать. основываясь на надлежащем анализе риска, включая предшествующие исследования гемосов- 
местимости. клинические данные, данные по зкстрагируемосги/выщепачиваемости и/или информацию по харак­
теристикам поверхности. Например, для изделий с прямым контактом исследование экстрагируемости/выщела- 
чиваемости может быть недостаточным, если морфология поверхности изменена, даже при неизменной химии 
экстрагируемости'выщелачиваемости (см. ISO 10993-1).

Рисунок 1 —  Алгоритм принятия решения о необходимости 
проведения испытаний МИ на темосовмвстимость
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Т а б л и ц а  1 — МИ. присоединяемые извне, и имплантируемые МИ. включая их компоненты, контактирующие с 
циркулирующей кровью, и рекомендуемые виды исследований в зависимости от крови
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пример, наборы для инфузии/трансфузии). изделия 
для сбора крови, магистрали для циркулирующей 
крови

X X X X

Катетеры, помещаемые на менее чем 24 ч (например, 
оборудование для атэректомии, внутрисосудистые 
ультразвуковые катетеры, катетеры антеградной/ре- 
троградной коронарной перфузии, проволочные ка- 
правители/хирургические кондукторы); канюли

X Xе Xе Xе Xе

Катетеры, помещаемые на более чем 24 ч (напри­
мер. парентеральные питательные катетеры, цен­
тральные венозные катетеры; канюли)

X Xе Xе Xе Xе

Аппараты для реинфузии крови6 X X X

Изделия для адсорбции определенных веществ из 
крови6 X X X X X

Оборудование для донорского и терапевтического 
афереза и системы сепарации клеток6 X X X X X

Аппараты искусственного кровообращения6 X X Xе Xе X Xе Xе

Оборудование для гемодиализа/гемофильтрации6 X X Xе Xе X Xе Xе

Фильтр удаления лейкоцитов6 X Xе Xе X Xе Xе

Подкожные системы поддержки кровообращения6 X X Xе Xе X Xе Xе

Имплантируемые МИ

Кольца для аннулопласгики. механические клапаны 
сердца X X X

Приборы для эмболизации X X

Эндоваскулярные трансплантаты X X

Имплантируемые электроды дефибриллятора и 
кардиовертера X X

Интрааортальные баллонные насосы6 X X X

Электроды кардиостимулятора X X

Синтетические протезы кровеносных сосудов и за­
платы. включая артериовенозные шунты X X
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Окончание таблицы t
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Сосудистые стенты X X

Биоклапаны сердца, биопротезы кровеносных сосу- х x
дов и заплаты и А—В шунты

Искусственное сердце X X X

Фильтры полой вены X X

Искусственные желудочки сердца6 X X X

а Тромбоз является процессом in vivo или ex vivo, но может быть имитирован в условиях in vitro. Исследо­
вания in vivo или ex vivo могут не являться необходимыми, если проведено клинически достоверное исследова­
ние тромбоза in vitro.

ь Для прямо или косвенно контактирующих с кровью компонентов изделия. Для компонентов только с 
непрямым контактом с кровью исследования тромбогенеза in vivo, гемолиза, индуцированного механическим 
воздействием или активацией системы комплемента, могут не быть необходимыми.

с Процессы свертывания крови, реакция тромбоцитов и лейкоцитов задействованы в процессе тромбоза. 
Следовательно, изготовитель должен принять решение, допустим ли выбор конкретных методов в видах иссле­
дования свертывания крови, тромбоцитов и гематологии в качестве альтернативы методам in vivo.

a См. также ISO/TS 10993-20 для информации, когда активация комплемента должна быть рассмотрена 
для оценки других отрицательных эффектов при контакте изделий с кровью, например таких, как анафилаксия.

6.1.7 Методы исследования in vitro применяют для скрининга внешних присоединяемых изделий 
или имплантатов, а также возможных первичных стадий взаимодействия изделий/материалов с кровью, 
но они могут неточно прогнозировать результаты оценки гемосовместимости образцов при длительном, 
многократном или постоянном контакте изделий с кровью (см. 6.3.1).

П р и м е ч а н и е  — Для новых изделий или изделий с измененными геометрическими параметрами может 
понадобиться исследование при физиологическом потоке крови. Для долгосрочных катетеров или постоянных им­
плантатов тест-системы in vitro могут быть недостаточны из-за проблематичности стабильности состояния крови 
во время испытаний.

6.1.8 Для МИ или его компонентов, которые вступают в короткий/кратковременный контакт с цир­
кулирующей кровью (например, ланцеты, гиподермические иглы, капиллярные трубки, используемые 
менее 1 мин), исследования на гемосовместимость, как правило, не проводят.

П р и м е ч а н и е  1 — Для МИ. изготовленных с использованием материалов, покрытия которых могут остать­
ся в контакте с кровью после удаления МИ. требуется проведение исследований на гемссовместимость.

П р и м е ч а н и е  2 — Если отдельные компоненты изделия (например, корпус шприца) находятся в контакте 
с жидкостями, которые в итоге будут иньецированы пациенту, а длительность контакта до введения не уточнена 
или превышает 1 мин. то необходим тест на гемолиз для этой части изделия, даже если само изделие будет в кон­
такте с циркулирующей кровью менее 1 мин.

6.1.9 Одноразовое лабораторное оборудование, используемое для сбора крови и проведения 
анализов крови in vitro, следует оценивать таким образом, чтобы убедиться в отсутствии какого-либо 
существенного влияния на результаты проводимого исследования.

6.1.10 Если методы выбраны в соответствии с вышеизложенными требованиями и испытания 
проводят в условиях, имитирующих условия применения по назначению, то результаты исследования 
будут с наибольшей вероятностью прогнозировать гемосовместимость изделия в клинической практи-
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ке. Для МИ, используемых в диапазоне различных условий, необходимо рассмотреть крайние и сред­
ние условия. Тем не менее различия между видами животных и другие факторы могут ограничить про- 
гнозируемость любого исследования.

6.1.11 Из-за индивидуального характера реактивности крови у животных различных видов, при 
возможности, используют кровь человека (за исключением установленных методов исследования с 
кровью животных, таких как некоторые тесты на гемолиз). При необходимости использования живот­
ных. например для оценки изделий, применяемых для длительного или многократного воздействия или 
постоянного контакта с кровью, необходимо учитывать межвидовые различия в реактивности крови.

Показатели крови и реактивность у человека и приматов очень схожи [204]. Использование таких 
животных, как кролик, свинья, теленок, овца или собака, также может быть приемлемым для конкрет­
ного типа исследования. Однако, так как межвидовые различия могут быть значительными (например, 
адгезия тромбоцитов [148]. [150]. тромбоз [44] и гемолиз [47] при контакте крови с чужеродным мате­
риалом, как правило, менее выражено у собак, чем у человека), все результаты испытаний на крови 
животных следует интерпретировать с осторожностью. Выбранные виды и используемое количество 
животных должны быть обоснованы (см. ISO 10993-2).

П р и м е ч а н и е  — Использование приматов для исследований гемосовместимости in vivo и функциональ­
ных свойств МИ запрещено законом ЕС (86/609/ЕЕС) и отдельными государственными законами.

6.1.12 Следует избегать применения антикоагулянтов в тестах in vivo и ex vivo, кроме случаев, 
когда изделие предназначено для функционирования в их присутствии. Так как тип и концентрация ис­
пользуемого антикоагулянта влияют на взаимодействия изделия с кровью, то их выбор должен быть 
обоснован. Изделия, используемые с антикоагулянтами, должны быть исследованы в диапазоне кон­
центраций антикоагулянтов, используемых в клинической практике и/или приведенных в инструкции 
по применению (ИП) изделия или другой соответствующей литературе. Межвидовые различия также 
следует учитывать при определении необходимой концентрации антикоагулянтов.

6.1.13 При модифицировании МИ. должны быть проведены исследования его гемосовместимо­
сти и функциональные свойства. К модифицированию МИ относят изменения конструкции, формы, 
химического состава поверхности или объемных свойств материала, текстуры, пористости или других 
свойств. Моделирование потока in vitro, соответствующего условиям эксплуатации МИ, может быть ис­
пользовано для оценки влияния технологии модифицирования на его гомосовместимость.

6.1.14 Следует провести достаточное количество выполняемого теста, включая соответствующие 
коитроли для статистической обработки полученных результатов. Вариативность некоторых методов 
исследования требует, чтобы измерения были повторены достаточное число раз для определения их 
достоверности. Повторные исследования, проводимые дополнительно в течение продолжительного пе­
риода контакта МИ с кровью, дают информацию о временной зависимости процессов взаимодействия 
изделия с кровью [213]— [216]. Необходимо соблюдать баланс между необходимостью статистического 
анализа результатов и состоянием животных в исследованиях in vivo (см. ISO 10993-2).

6.1.15 Рекомендации, содержащиеся в 6.1, вместе с рисунком 1 и таблицей 1, являются руковод­
ством для выбора методов исследований, перечисленных в таблице 2. Дальнейшее руководство по 
доклинической оценке приведено в приложениях A — G. Необходимо следовать следующей процедуре:

a) определить, какие потенциальные виды взаимодействия с кровью (см. 6.2) являются подходя­
щими к рассмотрению для установления безопасности конкретного МИ относительно его гемосовме­
стимости (см. примеры в таблице 1);

b) оценить существующую информацию в каждой категории исследований для МИ;
c) если существует достаточная информация по гемосовместимости МИ. то подготовить соот­

ветствующее обоснование сделанного заключения о том, что дальнейшее исследование не является 
необходимым.

П р и м е ч а н и е  — Отличие в составе, форме, свойствах поверхности, технологии производства, способе 
стерилизации и/или области клинического применения может ограничить использование информации по безопас­
ности сходного продукта относительно его гемосовместимости;

d) если информации по категории или категориям исследований недостаточно, то необходимые 
исследования выбирают, основываясь на примерах, приведенных в таблицах 1 и 2. чтобы получить до­
полнительную информацию по гемосовместимости МИ.

10



ГОСТ ISO 10993-4—2020

6.2 Категории исследований для оценки взаимодействия медицинских изделий с кровью

6.2.1 Рекомендуемые исследования для оценки взаимодействия медицинских изделий с 
кровью

Рекомендуемые исследования классифицированы по типу изделия (см. примеры в таблице 1). 
Исследования разделяют на следующие категории, основываясь на соответствующем биологическом 
ответе крови, ее компонентов или систем крови на контакт с МИ:

- гемолиз:
- индуцированный материалом;
- индуцированный механическим воздействием;

- тромбоз:
- in vitro:

- коагуляция (активация свертывающей системы крови);
- активация тромбоцитов;
- активация системы комплемента;
- гематология;

- in vivo!ex vivo.
Принципы и научное обоснование для этих исследований приведены в приложениях А—Е.

Т а б л и ц а  2 — Распространенные исследования, используемые для оценки взаимодействия изделий с кровью

Категория исследований

Гемолиз Индуцированный материалом [например, ASTM (Американское общество 
по испытанию материалов) £17], NIH (Национальный институт здоровья) 
[28]. WHLVV (Министерство здравоохранения, труда и социального обеспе­
чения) [22])

Индуцированный механическим воздействием

Тромбоз (in vivo, ex v iv o ) Макроскопический анализ3, процент окклюзии, световая микроскопия. РЭМ

Тромбоз in vitro

Коагуляция Маркеры образования тромбина (например. ТАК. F1.2). фибрина (например, 
ФПА). проба ЧТВ

Активация тромбоцитов Подсчет тромбоцитов (% потери) и какой-либо индикатор активации (напри­
мер. продухты высвобождения или маркеры поверхности тромбоцитов. Та­
гиле как (5-ТГ. ТФ-4. ТхВ2) и л и  РЭМ (морфология тромбоцитов)

Гематология Общий анализ крови (СВС). активация лейкоцитов

Система комплемента SC5b-9 (СЗа по усмотрению)

а Включен во все исследования на животных (см. В.2.1 и ISO 10993-6).
Не все испытания необходимы в каждой категории, и результаты испытаний в каждой категории могут 

быть неэквивалентными.

6.2.2 Медицинские изделия, не контактирующие с кровью
Исследования МИ. не контактирующих с кровью, на гемосовместимость не проводят.
6.2.3 Медицинские изделия, присоединяемые извне, и имплантируемые медицинские из­

делия
После использования таблицы 1 для сравнения нового исследуемого изделия со сходными суще­

ствующими изделиями и отмечая потенциальные виды исследований, следует использовать таблицу 2, 
приложения А и Е как руководства для выбора конкретных адекватных испытаний для оценки гемосов­
местимости изделия.

6.2.4 Ограничения
При проведении исследований и анализе полученных результатов для адекватной оценки гемо- 

совместимости изделий следует основываться на существующих научных и технологических данных, а 
также учитывать условия конкретного применения изделий. Например:
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a) гемосовместимость материалов/МИ в условиях высокого (артериального) кровотока может от­
личаться от таковой в условиях низкого (венозного) кровотока;

b) в процессе исследований с кровью могут взаимодействовать как исследуемые материалы/МИ, 
так и не исследуемый материал, например тест-системы. Следует соблюдать осторожность и отличать 
эффекты воздействия на кровь, связанные с исследуемым материалом, от эффектов, вызванных дру­
гими факторами;

c) испытания, которые основываются только на одном методе для оценки взаимодействия МИ с 
кровью, могут менее точно прогнозировать истинный ответ, чем испытания, которые включают несколь­
ко различных методов на гемосовместимость изделия;

d) иммунологические исследования для детектирования белковых индикаторов при тестирова­
нии гемосовместимости МИ, например ТАК. СЗа и т. д.. как правило, коммерчески доступны при исполь­
зовании крови человека, но они в большинстве случаев непригодны для крови других видов.

6.3 Виды исследований

6.3.1 Исследования In vitro
Исследования in vitro (модельные условия) должны учитывать имитацию ожидаемых наиболее 

неблагоприятных условий клинического применения МИ. Экспериментальные параметры учитывают 
для каждого метода in vitro, включая гематокрит. природу и количество антикоагулянта, пробоподго- 
товку, срок хранения тестируемого образца, срок хранения крови/компонента крови, условия хране­
ния тестируемого образца, содержание кислорода в воздушной среде, pH. температуру, рандомизацию 
при отборе образцов, отношение площади поверхности образца к объему крови, а для динамических 
исследований — характеристики потока жидкости, особенно скорость потока, скорость сдвига и дав- 
ление/давления. Испытания следует начинать с минимальной задержкой, как правило, в течение 4 ч 
после забора крови, так как после забора некоторые свойства крови быстро изменяются. Альтернативы 
к последнему могут быть возможны при валидации методов с использованием крови не в ближайшее 
время после ее забора. Полученные образцы крови после проведения испытаний также могут быть 
заморожены до будущего анализа, если процесс заморозки/оттаивания не влияет на их исследуемые 
свойства.

П р и м е ч а н и е  —  Клинически адекватные типы и количества антикоагулянта могут быть или не быть под­
ходящими в зависимости от тест-системы и возможности различить результаты положительных и отрицательных 
контролен.

При оценке гемосовместимости модифицированного изделия результаты исследований in vitro на 
гемолиз, тромбоз, реакцию тромбоцитов и активацию свертывающей системы крови могут быть оцене­
ны при сравнении с результатами, полученными для используемых в клинике исходных МИ (см. А .1.4).

6.3.2 Исследования ex vivo
Исследования вх vivo следует проводить, если МИ предназначено для применения ex vivo, напри­

мер внешнее присоединяемое изделие. Исследование ex vivo допустимо, если МИ предназначено для 
применения in vivo, например для оценки острой реакции на имплантат, такой, например, как протез 
кровеносных сосудов. Такое испытание не должно заменять имплантационный тест.

Существуют методы ox vivo для мониторинга адгезии тромбоцитов, образования тромбоэмболов, 
осаждения фибриногена, массы тромба, адгезии лейкоцитов, убыли тромбоцитов и активации тромбо­
цитов [44]. [46]. [47], [50], [54]. [70]. [78]. [80]. Скорость кровотока измеряют ультразвуковым методом 
(ультразвуковая расходомвтрия). основанным на эффекте Доплера, или электромагнитным методом 
(электромагнитная расходометрия). Изменения в скорости потока указывают на интенсивность и ско­
рость отложения тромбов и эмболизации. Непосредственно процесс формирования тромбов оценива­
ют макро- и/или микроскопическими методами визуализации. Возможно использование других более 
совершенных и технически сложных устройств [53]. [69]. [73], [74]. [79].

6.3.3 Испытания in  vivo
Испытание in vivo предусматривает имплантацию материала или МИ животным. Сосудистые за­

платы. катетеры и стенты, протезы кровеносных сосудов, кольца для аннулопластики. протезы клапанов 
сердца и вспомогательные системы кровообращения являются примерами МИ, исследуемых in vivo. 
Учитывая разнообразие применений МИ, контактирующих с кровью, экспериментальные модели in vivo 
должны быть соответственно разнообразны для адекватной имитации их применения по назначению.

Степень «проходимости доступа или изделия (т. е. незатрудненный кровоток через изделие)» яв­
ляется общепринятым положительным или отрицательным результатом при проведении ряда иссле-
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дований in vivo. После удаления (реимплантации) МИ определяют процент окклюзии и массу тромба. 
Склонность тромбов, сформировавшихся на поверхности изделия, к эмболизации дистальных органов 
должна быть тщательно оценена макро- и микроскопическим исследованиями органов ниже по потоку 
от имплантированного изделия. Дополнительно полезна гистологическая оценка окружающих тканей и 
органов. Почки особенно имеют тенденцию захватывать тромбы, оторвавшиеся от внутренней поверх­
ности изделий, имплантированных выше по потоку от почечных артерий (например, искусственный же­
лудочек сердца. искусственное сердце, протезы аортальных клапанов), и попавшие в циркулирующую 
кровь [184], [1871, [236], [237].

Существуют испытания in vivo, которые не требуют терминальной стадии для лабораторных жи­
вотных при получении результатов. Артериограммы или внутрисосудистое ультразвуковое исследова­
ние (ВСУЗИ/IVUS — технология визуализации с использованием катетера) применяют для определе­
ния проходимости или осаждения тромбов на поверхности изделий. Рентгеновские снимки используют 
для мониторинга осаждения тромбоцитов в различные периоды времени in vivo: выживаемость тромбо­
цитов и их убыль могут быть использованы в качестве индикаторов взаимодействий изделия с кровью 
и пассивации его поверхности за счет формирования неоинтимы или адсорбции белков [46], [72], [79].

В некоторых экспериментальных моделях in vivo характер взаимодействия МИ с кровью могут 
определять неосновные свойства материала, влияющие на его гемосовместимость. Параметры потока, 
механические свойства, пористость и конструкция имплантата могут быть более важными, чем совме­
стимость материала МИ с кровью. Например, системы с низкой скоростью потока могут давать значи­
тельно отличающиеся результаты по сравнению с тем же материалом, оцененным в системе с высокой 
скоростью потока. Результаты, полученные in vivo, более значимы, чем результаты испытаний in vitro.

Протоколы исследований in vivo должны содержать четко выделенные разделы, в которых для 
каждой выбранной категории тестов, т. е. гемолиз, тромбоз, коагуляция, тромбоциты, гематология и 
система комплемента, должны быть приведены и обсуждены полученные результаты.
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Приложение А 
(справочное)

Доклинические исследования изделий и протезов 
для сердечно-сосудистой системы

А.1 Общие положения
А.1.1 Основание
В настоящем приложении представлены рекомендации по выбору методов для оценки гемосовместимости 

МИ, предназначенных для сердечно-сосудистой хирургии. Раздел 6 содержит руководство для определения необ­
ходимости проведения исследований, включая рекомендации по выбору категории исследований для конкретных 
МИ и перечень конкретных методов для оценки гемосовместимости МИ. не контактирующих с кровью, присоединя­
емых извне и имплантируемых МИ. Классификация основных процессов взаимодействий МИ с кровью, влияющих 
на его темосовместимость. приведена в А. 1.2.

А. 1.2 Классификация
А.1.2.1 Процессы взаимодействия с кровью, которые, как правило, влияют на МИ и могут иметь или не иметь 

нежелательное воздействия на животное или человека, включают:
a) адсорбцию белков плазмы, липидов, кальция или других веществ из крови на поверхность изделия или 

абсорбцию таких веществ в МИ;
b) адгезию тромбоцитов, лейкоцитов или эритроцитов на поверхность изделия или абсорбцию их компонен­

тов в МИ;
c) формирование псевдоинтимы или неоинтимы на поверхности, контактирующей с кровью, и тканевой кап­

сулы на внешней поверхности МИ.
d) изменения механических и других свойств МИ.
А. 1.2.2 Процессы взаимодействия с кровью, потенциально обладающие нежелательным воздействием на 

животное или человека, включают:
a) активацию тромбоцитов, лейкоцитов или других клеток или активацию путей свертывающей системы кро­

ви. фибринолиза или системы комплемента;
b) образование тромба на поверхности МИ;
c) эмболизацию тромбического или другого материала с поверхности МИ другой области кровеносной си­

стемы;
d) повреждение клеток циркулирующей крови, приводящее к анемии, гемолизу, лейкопении, тромбоцитоле- 

нии или изменению функции клеток крови;
e) повреждение клеток и тканей, прилетающих к МИ:
0  гиперплазия интимы или накопление другой ткани на изделии либо вблизи него, приводящие к снижению 

потока или влияющие на другие функции МИ;
д) адгезия и рост бактерий или других возбудителей инфекции на изделии или вблизи него.

П р и м е ч а н и е  — Для вышеуказанных пунктов Ь). с) и d) некоторые МИ (например, спирали эмболиза­
ции) требуют формирования тромба для функционирования.

А .1.3 Преимущества и ограничения экспериментальных моделей на животных
Модели на животных позволяют наиболее точно имитировать условия функционирования МИ при приме­

нении по назначению до реального его использования для пациента. Данные модели позволяют осуществлять 
мониторинг состояния МИ и проводить систематическое контролируемое исследование основных свойств, харак­
теризующих его взаимодействие с кровью. При этом выбор экспериментальной модели гложет быть ограничен тре­
бованиями размера, доступностью необходимых видов и стоимостью животных. Например, в экспериментальной 
модели МИ может не функционировать по полному спектру его клинического применения из-за анатомических 
ограничений лабораторного животного. Следует учитывать физиологические отличия и сходства выбранного вида 
животного и человека, особенно связанные с системой свертывания крови, функциями тромбоцитов и фибрино- 
лизом, а также с ответом на такие фармакологические вещества, как анестетики, антикоагулянты, тромболигики, 
антитромбоцитарные агенты и антибиотики. Из-за межвидовых и индивидуальных отличий животных в реактивно­
сти и разной интенсивности ответов на различные изделия данные, полученные от одного вида, следует с осторож­
ностью интерпретировать для других видов животных. Приматы, такие как бабуины, обладают большим сходством 
с человеком по гематологическим показателям, механизму свертывания крови и строению сердечно-сосудистой 
системы [50]. Дополнительным преимуществом приматов является то. что многие иммунологические пробы на 
тромбообразование. разработанные для человека, включающие определение ТФ-4, fi-ТГ, ФПА. ТАК и F1.2. при­
емлемы для использования на приматах.

В моделях in vivo, как правило, используют собак, что позволяет получить ценную информацию; тем не ме­
нее тромбоз, индуцированный тестируемым изделием, у них возникает быстрее, чем у человека. Указанное раз-
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личие допускается рассматривать как преимущество данной модели (модель ускоренных испытаний или модель с 
жесткими условиями) при оценке вероятности тромбообразования при тестировании изделий. Свиней и овец, как 
правило, считают подходящими моделями благодаря сходству их сердечно-сосудистой системы и гематолотче- 
ских показателей с человеком [71]. [148]—[150]. Следует учитывать влияние протокола хирургического вмешатель­
ства при имплантации на результаты исследования и иметь соответствующие контроли. Для окончательного реше­
ния об использовании модели in vivo или in vitro следует руководствоваться доступностью животного и правилами 
этического обращения с ним (см. ISO 10993-2). а также доступностью и преимуществом (ограничениями) моделей 
in vitro для получения статистически достоверных и надежных результатов и выводов [213]—[216].

А.1.4 Преимущества и ограничения моделей in vitro
Модели контакта изделия с кровью in vitro являются привлекательными подходами к исследованию гемосов- 

местимости медицинских материалов и изделий для сердечно-сосудистой системы, так как они позволяют:
a) избегать дорогостоящих животных моделей:
b ) проводить тестирование с большим количеством образцов исследуемого изделия вместе с контролями и 

материалами сравнения, используя одновременно одну партию крови:
c) использовать кровь человека или животного при стандартизированных условиях потока, температуре и 

антикоагулянтной схеме:
d) исследовать наиболее неблагоприятные условия, связанные с аккумуляцией продуктов активации без 

удаления их почками, печенью или другими органами и отсутствием ингибирующих активацию функций эндотели­
альных клеток:

e) исключать искажающие факторы, связанные с имплантацией изделия/повреждением тканей в тестах 
in vivo.

Исследование гл vitro МИ должно максимально точно имитировать варианты условий контакта МИ с кровью 
при его клиническом применении. Проведение исследований при условиях, отличающихся от клинических (напри­
мер. отличие в виде или концентрации антикоагулянтов, условиях потока и др.). может затруднить интерпретацию 
результатов. При необходимости следует руководствоваться ИП на МИ или литературой по общей медицинской 
практике относительно вида и концентрации используемых в клинике антикоагулянтов. Если возможно, то необ­
ходимо провести исследование по полному спектру условий клинического применения изделия. Например, для 
оценки гемолиза и активации тромбоцитов, индуцированных механическими воздействиями, тестирование, как 
правило, проводят при наибольшей скорости кровотока. Исследование тромбообразования при взаимодействии 
изделия с кровью предпочтительно проводить при минимально возможной скорости кровотока, что важно для по­
вышения надежности оценки безопасности изделия. Так как выявлено, что ответы крови могут значительно разли­
чаться у разных видов [47]. [148]. [149]. [150]. применение крови человека наиболее достоверно для интерпретации 
результатов. Другим преимуществом использования крови человека является тот факт, что это позволяет исполь­
зовать более расширенный набор методов, так как наиболее современные биоаналитические методы основывают­
ся на компонентах крови|’эпитопах человека. В то же время существуют определенные ограничения объема крови, 
который может быть получен от одного человеческого донора. Использование крови от одного крупного животного 
может быть более практичным в случаях, когда модель, предназначенная для имитации клинически адекватных 
условий, требует большого обьема крови.

Для исследования гемосовместимости магериала/издепия в целом использовалась классическая модель 
петли Чэндлера in vitro [43] или ее модификации [193]—[195]. [199]. [200]. [203] для обеспечения физиологическо­
го или квазифизиологического потока. В качестве альтернативы потока используют легкое взбалтывание крови, 
что может быть полезным в отдельных случаях при исследовании гемосовместимости материалов/изделий. Для 
оценки влияния модели in vitro на кровь необходимо контролировать гемолиз и общее количество клеток крови для 
определения пригодности крови для проведения исследований. Эти модели являются эффективными для скринин­
говых исследований, особенно для изделий с  краткосрочным контактом с кровью.

А.1.5 Протоколы исследований моделей на животных
Тромбоз, тромбоэмболия, кровотечение и инфекция являются основными сдерживающими факторами для 

использования и дальнейшей разработки современных сердечно-сосудистых протезов. Для МИ с ограниченным 
временем воздействием на кровь (менее 24 ч) важные измерения связаны со степенью быстрых изменений гема­
тологических и гемодинамических параметров, а также факторов, характеризующих функционирование изделия, 
с образованием массы тромбов и возможной эмболией. При длительном, многократном или постоянном контакте 
(более 24 ч и более 30 суток соответственно) внимание уделяют серийным методам измерений, которые могут 
дать информацию относительно времени тромбообразования и тромбоэмболии, убыли компонентов циркулиру­
ющей крови, развития гиперплазии интимы и инфекции. В обоих типах воздействия и категориях контакта важна 
оценка гемолиза и функции тромбоцитов. На образование тромбов могут оказывать значительное влияние харак­
тер хирургического вмешательства, разнообразные, зависящие от времени, тромболитические и тромбоэмболити- 
ческие эффекты, инфекции, вызванные изделием, и возможные изменения свойств контактирующей поверхности, 
например гиперплазия интимы, фиброзная инкапсуляция и эндотелиализация. Следует учитывать, что тип/типы 
и количество антикоагулянта могут иметь существенное влияние на результаты. Например, использование при­
меняемых в клинической практике концентраций антикоагулянтов и ангитромбоцитарных препаратов гложет зна­
чительно уменьшить или полностью блокировать ответные реакции тромбоцитов, процессы свертывания крови и 
тромбоза.
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Последствия взаимодействия чужеродных поверхностей с кровью могут быть различными: от множествен­
ного тромбоза и эмболии до малозаметных эффектов, таких как ускорение процессов, снижающих концентрацию 
компонентов крови, задействованных в нормальном гемостазе. Последнее может быть не клинически значимым. 
Например, уменьшение количества тромбоцитов при контакте МИ с кровью может быть таким незначительным, 
что оно не влияет на общее число тромбоцитов. С другой стороны. МИ с большой площадью поверхности может 
привести к существенному снижению количества тромбоцитов или факторов свертывания крови, что может значи­
тельно повлиять на общее число тромбоцитов и изменить нормальный гемостаз.

Вне зависимости от вида экспериментальной модели на животных и конкретного исследования (гемолиз, 
тромбоз, свертывание крови, тромбоциты, гематология и система комплемента) в протоколе исследования in vivo 
должна быть представлена достаточная детализация методов и критериев для оценки обоснования выбранной 
категории исследований. Ретроспективный отчет о результатах конкретной категории тестов без первоначального 
обоснования в протоколе программы исследования, как правило, рассматривают как неприемлемый документ для 
подачи регистрационной заявки.

А.2 Канюли, используемые для прямого сосудистого доступа и канюли для непрямого доступа
Термин в канюли» используют в двух, достаточно различных, случаях клинического применения. В одном 

варианте канюли вводят прямо через кожу в один или более основных кровеносных сосудов. Это делается для 
предоставления постоянного и прямого широкого доступа к системе кровообращения. Например, канюли большого 
диаметра используют при операциях в условиях искусственного кровообращения как изделие доступа локального 
действия для обеспечения циркуляции потока крови в процессе оксигенации. Тестирование таких канюлей должно 
проходить в условиях контакта с кровью, адекватно имитирующих их клиническое применение, так как они могут 
потенциально вызывать определенные изменения в концентрациях клеток в циркулирующей крови, а также влиять 
на активацию факторов свертывания или компонентов системы комплемента. Интенсивность реакции крови зави­
сит от целого ряда факторов, таких как место имплантации, метода введения, индивидуальных факторов и режима 
антикоагулянтной терапии. Термин «канюли» также используется для трубчатых изделий гораздо меньшего диа­
метра. которые вводят только подкожно и которые могут быть использованы для ограниченного (менее 24 ч) или 
длительного (менее 30 сут) непрямого контакта с кровью. Такие канюли, например, применяют при инфузии ин­
сулина посредством помп, для введения медикаментов и для подкожного измерения уровней глюкозы в крови. 
Последний тип канюль, как и другие изделия, служащие в качестве непрямого кровотока (см. 5.2.2). как правило, 
требует меньшего количества тестов, чем изделия с прямым контактом с циркулирующей кровью (см. 5.2.3 и 5.3).

А.З Катетеры и хирургические кондукторы
Большинство применяемых для исследования канюль, контактирующих с кровью, подходят и для исследо­

вания катетеров, контактирующих с кровью, и проволочных проводников/кондукторов. Местонахождение или поло­
жение катетеров в артериальной или венозной системе крови может значительно повлиять на взаимодействие МИ 
с кровью. Рекомендуется одновременно проводить контрольные исследования на противоположной артерии или 
вене, используя зарегистрированное МИ со сходными свойствами и материал омйматериалами. Следует с боль­
шой осторожностью удалять катетер, чтобы не оторвался, возможно, образовавшийся тромб. Испытание изделия 
in situ дает возможность оценить степень участия повреждений интимы или мест ввода катетеров или кондукторов 
в процессе образования тромба. Измерения кровотока по Доплеру являются более информативными, чем ангио­
графия. Модель венозного или артериального имплантата с антикоагулянтной схемой, соответствующей клиниче­
скому применению изделий, может быть полезным инструментом для оценки реакции крови на контакт с изделием, 
особенно в случае нового материала или покрытия изделия с улучшенными антитромбогенными свойствами (143], 
[161] — (163] (см. приложение С, С.З).

С другой стороны, подходящая модель in vitro может быть более чувствительной для обнаружения разных 
реакций крови на различные поверхности материала.

В случаях, когда требуется введение антикоагулянтов, выбор типа и концентрации антикоагулянтов должен 
быть основан на клиническом применении изделия, но быть достаточно доказательным, что при этом не будет 
получен ложный положительный или отрицательный результат. Например, во время тестирования тромборези- 
стентность гепаринового покрытия МИ может быть полностью затушевана присутствием нормальных (клиниче­
ских) уровней антикоагулянта (например, раствора гепарина) в крови. При снижении концентрации гепарина в 
крови эффективность гепаринового покрытия относительно уменьшения вероятности формирования тромбов ста­
новится более явной. В случаях, когда применение МИ гложет быть без антикоагулянтов, тестирование следует 
проводить также без антикоагулянтов.

Информация по валидации теста с конкретным типом и уровнем антикоагулянтов должна демонстрировать 
способность отличать положительные ответы от отрицательных результатов.

А.4 Экстракорпоральные оксигенаторы крови, гемодиализаторы/устройства для гемофильтрации,
оборудование для доноров и терапевтического афереза. устройства для избирательной адсорбции
веществ из крови

Ответы крови на искусственное кровообращение могут быть значительными и острыми. Многие параме­
тры, такие как наличие отсосов крови, состав кристаллоидного раствора, предварительно вводимого в аппарат
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искусственного кровообращения, гипотермия, контакт крови с воздухом и длительность искусственного кровообра­
щения. влияют на показатели исследования. Тромбоэмболы в отводящих магистралях могут быть обнаружены в 
периодически сменяемых фильтрах крови ex wvo или ультразвуковыми, или другими неинвазивными методами. 
Накопление тромбов допускается оценивать непосредственно во время работы аппарата искусственного кровоо­
бращения. отслеживая такие функциональные показатели, как падение давления в оксигенаторе и скорость мас- 
солереноса кислорода. Временная индуцированная оксигенатором дисфункция тромбоцитов, связанная с избира­
тельной реакцией, высвобождением альфа-гранул, наблюдалась у пациентов на искусственном кровообращении 
[158]; также информативны другие исследования функции и реакции высвобождения тромбоцитов.

Как аппарат искусственного кровообращения, так и гемодиализаторы могут стать причиной активации систе­
мы комплемента. Это гложет привести к клинически значимым легочным лейкосгазам с последующим повреждени­
ем легких и их функций [5]. [11]. [16]. [129] —  [147]. По этим причинам целесообразно дать количественную оценку 
активации системы комплемента или возможной лейкопении при контакте крови с такими МИ (см. приложение Е).

Благодаря большому отношению площади поверхности к объему циркулирующей крови оборудование для 
терапевтического афереза и устройства для избирательной адсорбции веществ из крови могут быть потенциаль­
ной причиной активации системы комплемента, системы свертывания крови, путей активации тромбоцитов и лей­
коцитов. Исследование гвмосовместимости МИ с большой площадью поверхности следует проводить по тем же 
принципам, что и тестирование экстракорпоральных оксигенаторов и гемодиализаторов.

А.5 Искусственные желудочки сердца и искусственные сердца
При функционировании эти МИ могут вызывать значительные изменения различных компонентов крови и 

в системах крови. К факторам, обусловливающим такой эффект, относят большую площадь чужеродных поверх­
ностей. контактирующих с кровью, высокие режимы потока и участки с нарушенным потоком, таким как турбу­
лентность или расщепленный поток. Тестирование таких изделий может включать в себя измерение гемолиза, 
исследование процессов тромбообразования. формирования фибрина, тромбоэмболизации, генерации тромбина, 
жизнеспособности и активации тромбоцитов, активации системы комплемента и тщательный мониторинг функци­
онального состояния печени, почек, легких и центральной нервной системы. Важным компонентом тестирования 
является детальный патолого-морфологический анализ внутренних органов [236]. [237].

А.6 Искусственные клапаны сердца
При проведении оценки гемосовместимости искусственных клапанов сердца важную роль играют инвазив­

ное. неинвазивное и гидродинамическое in vitro исследования.
Одним из наиболее эффективных способов скрининга дисфункций искусственных клапанов является аускуль­

тация [186]. В двухмерной эхокардиографии и эхокардиографии в M-режиме используют ультразвуковое излучение 
для формирования изображений сердца. Отражения от материалов с различным акустическим сопротивлением 
воспринимаются и обрабатываются для формирования изображения, позволяющего изучить структуру протезных 
клапанов. Механические протезы излучают сильные эхо-сигналы, и движение окклюдера, как правило, может быть 
четко отображено. Качество изображения может зависеть от конкретного исследуемого клапана. Эхокардиография 
также может быть полезной при оценке функции протезов клапанов тканевого происхождения. Выявляют разраста­
ния. тромбы и утолщения створок клапана. Используя традиционную и цветовую доплеровскую эхокардиографию 
потока, возможно идентифицировать и приблизительно оценить величину регургитации [2]. [185] — [187].

Рекомендуется также исследовать жизнеспособность и агрегацию тромбоцитов, тромбоз и гемолиз, индуци­
рованные контактом протезов с кровью, измерить давление и скорость потока, а также провести аутопсию клапана 
и прилегающих тканей [205], [206].

А.7 Протезы кровеносных сосудов

В различные участки венозной и артериальной системы могут быть имплантированы пористые и непористые 
материалы. Выбор места имплантации определяется главным образом анатомическими особенностями модели 
in vivo и местом имплантации при клиническом применении. Проходимость каждого протеза увеличивается при 
большем диаметре и меньшей длине. Проходимость протеза может быть установлена пальпацией по пульсу не­
которых участков дистальных/периферических кровеносных сосудов и методом ангиографии. Также могут быть 
использованы ультразвуковое исследование. МРТ и ПЭТ. Также рекомендуются систематические измерения ко­
личества тромбоцитов, компонентов высвобождения тромбоцитов, продуктов деградации фибриногенафибрина 
и активированных белков системы свертывания крови. Ценную информацию может представить аутопсия протеза 
и прилегающих сосудистых сегментов для их гистологического анализа. Для детального исследования гвмосовме­
стимости МИ необходим систематический визуальный и гистологический анализ продольного и поперечного сре­
зов проксимального и дистального анастомозов, а также репрезентативных центральных частей протеза [4]. [205]. 
Как и со многими другими МИ сердечно-сосудистой системы, для их эффективного функционирования следует 
использовать соответствующие клинические протоколы антикоагуляционной терапии.

А.8 Фильтры нижней полой вены, стенты и стентированные протезы
Фильтры нижней полой вены {фильтры НПВ). стенты и стентированные протезы допускается исследовать 

методами ангиографии и ультразвукового излучения. Допускается применять методики [205]. используемые при 
исследовании сосудистых протезов (см. А.7).
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Приложение В 
(справочное)

Рекомендуемые лабораторные исследования.
Основные положения, научное обоснование и интерпретация

В.1 Основные положения
В.1.1 Основание
Общие положения и научные основы наиболее часто используемых тестов для категорий гемолиза, тромбо­

за, системы свертывания крови, тромбоцитов, гематологии и системы комплемента (см. 6.2) приведены в В.1—В.З. 
См. приложения С. D и Е для дальнейшей информации по методам тестирования для категорий биологического 
ответа крови на контакт с чужеродной поверхностью (тромбоз, гемолиз и система комплемента).

Дополнительные и менее распространенные методы могут быть полезны для дальнейшей оценки конкрет­
ных стадий взаимодействий МИ с кровью (см. приложение F). Из-за биологического разнообразия и технических 
ограничений точность и информативность многих из этих методов требуют тщательного внимания к методологии и 
осторожности в интерпретации результатов. В приложении G приведен перечень нерекомендуемых тестов.

В В.4 представлено описание методологии для исследований факторов плазмы крови, специфичных для 
системы свертывания крови, активации тромбоцитов и лейкоцитов, активации системы комплемента, используя 
метод твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА) или другие аналогичные методы.

Подробное описание с примерами исследований (испытаний) и моделей приведено в стандартах, указанных 
в библиографии.

В .1.2 Исследования in vitro в сравнении с исследованиями ex vivo и in vivo
В.1.2.1 Целый ряд моделей in vitro, ex vivo и in vivo интенсивно используют для исследования гемосовмести- 

мости материалоа-'изделий [1]—(30], [42]—(147]. [157]—[237]. Следует выбирать модель, наиболее подходящую к 
назначению МИ и цели исследования, а также в соответствии с ISO 10993-12 относительно надлежащего приготов­
ления образцов и контролей.

Не существует единой модели in vitro, ex vivo или in vivo, подходящей для МИ различного назначения. Следо­
вательно. должна быть обоснована адекватность модели относительно исследуемого объекта.

Тесты in vivo представляют более реалистичную имитацию условий конечного применения МИ. но осложне­
ны следующими факторами:

- выбор подходящего лабораторного животного:
- межвидовая и индивидуальная вариативность в ответах [47]. [71]. [148]—[150]:
- малочисленность видоспецифичных коммерческих тест-наборов для общепринятых индикаторов тромбо­

за и системы свертывания крови [58] — [60]:
- повышенные затраты, этические и статистические вопросы, связанные с использованием лабораторных 

животных.
В.1.2.2 Следует сверить с  «вертикальными» стандартами для предпочтительных моделей [1]—[41]. См. [186] 

для молодых овец в качестве ускоренной модели для исследования кальцификации биопротеза клапана, см. [187] 
для взрослых свиней или овец для исследования клапанов, размещенных вне сердечно-сосудистой системы и 
in situ имплантированных клапанов, см. [217]—[231] для моделей замены бедренной вены на взрослых собаках и 
овцах, используемых при испытаниях образцов протезов кровеносного сосуда малого и большого диаметра, см. 
[232]—[235] для модели коронарных сосудов на свиньях, широко используемой для исследований конструкций 
коронарных стентов.

В. 1.2.3 Как описано в других частях ISO 10993, тщательно проведенные исследования in vitro предлагают 
валидированные скрининговые инструменты для оценки биологической безопасности МИ и материалов.

Важными факторами в модели in vitro, которые требуют конкретизации, являются:
- обьем цельной крови в выбранной тест-системе (например, трубка, петля или другая модель):
- время контакта с кровью:
- температура крови;
- состояние кровотока;
- тип и концентрация антикоагулянта;
- значение удельной площади контакта с кровью, т. е.. отношение площади поверхности материала-изделия 

(см2) к объему цельной крови в системе (мл);
- площадь поверхности самой тест-системы, контактирующей с кровью (см2).

П р и м е ч а н и е  1 — «Фаза контакта с  кровью» исследования in vitro требует четкого определения условий 
контакта тестируемого материалами с кровью. Чем лучше условия исследования имитируют клиническое приме­
нение материала-'МИ. тем выше становится адекватность модели и оцениваемого параметра.
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П р и м е ч а н и е  2 — В следующей за фазой контакта «Фазе испытания» исследуют конкретные характери­
стики крови, плазмы крови или самого матери ала/МИ. Исследование в «Фазе испытания» обычно направлено на 
одну или более из общих категорий, т. е. гемолиз, тромбоз, система свертывания крови, тромбоциты, гематология 
и система комплемента.

В В.2 и В.З приведены общепринятые методы, используемые для оценки основных категорий биологического 
ответа крови при контакте с поверхностью МИ (см. таблицу 2).

В.2 Тромбоз
В.2.1 Макроскопический анализ. Забор и оценка, аутопсия дистальных органов
Макроскопический анализ всегда должен быть включен в основную оценку изделия, так как данный вид ис­

следования изделия имеет особую важность при оценке биологических ответов крови in vivo на имплантированные 
МИ. Данный метод позволяет тщательно и подробно определить распределение, видимый размер и характер кле­
точных и белковоподобных депозитов, а также выявить наличие любой природы эмболий (7]. [205]—[207].

Проявление некролсии дистальных органов является обоснованием необходимости исследования перифе­
рийных эффектов (таких, как эмболии), имплантированных МИ. Важность этого анализа зависит от применения 
изделия, и он используется для изделий со средней или высокой степенью риска тромбоэмболии или эмболизации 
материала/изделия, например таких, как механические клапаны сердца и интрааортальные баллон-насосы [206].

В этом типе исследований как ключевые моменты выделяются и соответственно маркируются изображения 
(изделия и прилегающих тканей и г. д.) на цветной пленке или цифровые камеры с небольшим и/или большим 
увеличением с  высоким разрешением.

В.2.2 Степень окклюзии, свободная и покрытая тромбом площадь поверхности
Степень окклюзии сосудов может быть количественно оценена в процентах методами визуализации во вре­

мя прижизненного этапа исследования с помощью контрастной рентгенографии и ультразвукового исследования. 
Степень окклюзии также может быть проанализирована визуально после удаления имплантированного изделия. 
Процент окклюзии может служить количественным критерием интенсивности тромботического процесса на вну­
тренней поверхности изделия. Тем не менее отсутствие окклюзии не исключает наличие тромботического процес­
са. так как тромбы могли оторваться, образуя эмболы, или сместиться до измерения степени окклюзии. Окклюзия 
может быть вызвана не только тромбозом, но и гиперплазией интимы, особенно в перианастомотических местах в 
сосудистых протезах. Таким образом, вспомогательное микроскопическое исследование полезно для определения 
характера окклюзивного процесса. Определения площади поверхности, покрытой тромбами и свободной от них. 
являются лолуколичественными или количественными методами, которые могут быть использованы на сравни­
тельной основе с исследуемыми и/или контрольными МИ.

В.2.3 Оптическая микроскопия
Этот полуколичественный метод позволяет получить информацию о плотности распределения адгезирован- 

ных на поверхности клеток, наличии клеточных агрегатов, составе инкапсулирующей ткани, интенсивности ответа 
на инородное тело, присутствии тромба или фибрина на поверхности материалов. Также возможна оценка про­
странственного распределения этих отложений на материалах или МИ.

Для полимерных или биологических материалов и изделий могут быть использованы метод заливки в пара­
фине и специальные красители для гистологической оценки поверхности МИ.

Для металлических и керамических материалов и изделий полезны более современные методики заливки 
тугим пластиком и приготовления срезов для сохранения неповрежденной поверхности материала/изделия после 
ее контакта с кровью и тканями [207]—[211].

В.2.4 Растровая электронная микроскопия (РЭМ)
Обоснование и интерпретация метода РЭМ аналогичны оптической микроскопии (см. В.2.3). Метод РЭМ име­

ет преимущество перед методами оптической микроскопии, так как дает более подробную информацию о тонкой 
структуре изучаемых обьектов. Количественный анализ требует достаточного количества повторных измерений 
для установления степени воспроизводимости результатов. Метод РЭМ лучше всего подходит для визуализации 
состояния поверхности. РЭМ также допускается использовать для анализа срезов, если дополнительные подроб­
ности относительно структурных особенностей взаимодействий клеток и тромба являются информативными [70]. 
[71], [143]. [205], [206]. Морфологическая оценка активации тромбоцитов и лейкоцитов, фибрина и формирования 
тромба при контакте изделия с циркулирующей кровью или ее компонентами (например, плазмой, обогащенной 
тромбоцитами) по сравнению с контролями может также дать ценную информацию [143]. [173].

В.З Гемосовместимость in vitro

В.3.1 Гемолиз. Методы исследования
Гемолиз считают основным экспресс-тестом, потому что повышенный уровень гемоглобина плазмы in vivo 

является абнормальным и может указывать на лежащую в основе гемопатологию или сосудистую проблему. При 
корректном проведении исследования повышенный уровень гемоглобина плазмы указывает на гемолиз, т. е. на 
процесс высвобождения содержания эритроцитов (RBC). что может быть связано с хрупкостью мембраны эритро­
цитов или повреждением эритроцитов. При оценке процесса взаимодействия материала/изделия с кровью гемолиз 
может произойти по следующим причинам:
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a) прямой контакт крови с поверхностью*1 по верхи остями материала'изделия (гемолиз, индуцированный ма­
териалом);

b) непрямой контакт крови с химическими веществами, экстрагируемыми из магериала^изделия (гемолиз, 
индуцированный материалом);

c) воздействие турбулентности и повышенные (т. е. не физиологические) значения сдвиговых напряжений 
при тестировании изделия (гемолиз, индуцированный механическим воздействием).

См. приложение D для более подробных деталей по исследованию гемолиза.
В.3.2 Активация системы свертывания крови. Методы исследований
В.3.2.1 Общие положения
Каскадный механизм свертывания крови имеет два параллельных пути, путь контактной активации (вну­

тренний путь) и путь тканевого фактора (внешний путь), которые сливаются для формирования общего пути. По­
следний включает белок тромбин, который катализирует формирование фибрина, главного компонента тромба. 
Выявлено, что основным путем для начала свертывания крови является путь тканевого фактора; свертывание 
крови, связанное с МИ/материалами. контактирующими с кровью, происходит путем контактной активации. Сами 
пути являются серией каскадных реакций активации, при которых неактивные проферменты (называемые зимо- 
генами) последовательно взаимодействуют с их тикопротеиновыми кофакторами для превращения в активные 
компоненты. Реакции заканчиваются образованием активного тромбина, который затем катализирует формирова­
ние фибрина. Факторы свертывания, как правило, обозначают римскими цифрами с добавлением строчной буквы 
«а» для их активной формы (см. рисунок В.1).

Оценку коагуляционной активности, т. е. степени изменения концентрации белков а крови, участвующих в 
формировании тромбина и фибрина (см. рисунок В.1). всегда выполняют методами лабораторно-клинического 
анализа, измеряющими концентрации ключевых белков в плазме, участвующих в каскадном процессе сверты­
вания крови. Концентрации таких белков системы свертывания крови в норме (состояние гомеостаза) известны 
так же. как и некоторые повышенные их концентрации, наблюдаемые в клинике при различных коагупопатиях. 
Основанием использования этих методов для исследования гемосовместимости МИ является то. что биологи­
чески безопасные материалы и изделия не должны проявлять чрезмерную коагуляционную активность, которая 
может подвергнуть пациента риску тромбоза и тромбоэмболий. Высокие уровни коагуляционной активности могут 
быть индикатором повышенной способности материала/изделия индуцировать прямо или опосредованно острый 
тромбоз или тромбоэмболии. Для измерения коагуляционной активности клинико-диагностические лаборатории 
часто используют методы ИФА. В основном исследовании, зависящем от наличия соответствующих антител к ви­
доспецифичным эпитопам-мишеням белков свертывания крови, которое может быть проведено in vivo или in vitro. 
образцы крови забирают при определенных условиях с последующей пробооодготовкой и анализом согласно ИП 
тест-набора. Типичные определенные условия или факторы, важные в модели in vitro, приведены в В. 1.2.3. Срав­
нение результатов с надлежащими конгролями. такими как отрицательные контроли (например, базовые уровни 
или отсутствие воздействия материала/изделия на кровь) и результаты для зарегистрированного аналога тестиру­
емого изделия/материала. является обязательным. Статистически достоверная более высокая активация сверты­
вающей системы крови исследуемым материалом/МИ по сравнению с контролями может быть индикатором того, 
что применение материала/изделия имеет высокий риск осложнений, связанных со свертыванием крови. Примеры 
белков активации свертывающей системы крови, для которых существуют коммерчески доступные тест-наборы 
ИФА. включают ТАК (комплексы тромбин-антитромбин). F.1.2 (фрагмент белка, высвобождаемый из протромбина 
при формировании тромбина) и ФПА (фрагмент белка, высвобождаемый из фибриногена при формировании фи­
брина).

Белки, указывающие на активацию свертывающей системы крови, как правило, регистрируют в фазах ини­
циации. распространения и завершения коагуляции [56]. [57]. Это отражает начальную реакцию или реакции фор­
мирования. период каскада/усиления обратной связи и период замедления/деактивации. когда критичные пре­
курсоры могут быть использованы или измеренный белок деактивирован белками обратной связи отрицательного 
контроля. Различия в концентрациях белков активации свертывающей системы крови с течением времени могут 
достигать порядка величин. Следовательно, необходимо учитывать важный фактор того, когда фаза активации в 
действительности происходит во время контакта матвриала/МИ с кровью. Например, степень воздействия иссле­
дуемых материалов при перемешивании с кровью может быть совершенно разной для каждой фазы свертывания. 
Кроме того, так как степень активации белка свертывающей системы крови, как правило, пропорциональна площа­
ди поверхности (ПП). контактирующей с кровью. ПП материала/МИ может значительно повлиять на результаты. По 
этой причине важно обозначить исследуемое соотношение ПП к объему крови (значение экспозиционной дозы) в 
каждом исследовании. При возможности значение экспозиционной дозы может рассматриваться как переменная 
для понимания специфичности действия материала на кровь. Значение экспозиционной дозы от 3.0 см2 до 6.0 см2/ 
мл крови (исходя из толщины изделия) соответствует значениям, установленным в ISO 10993-12. Другие значе­
ния экспозиционной дозы, которые в 1.5 и 2.0 раза больше, допускается также использовать, так как чем больше 
площадь поверхности, тем теоретически выше чувствительность системы свертывания на тестируемый материал.

Существует физическое ограничение на количество тестируемого материала, которое может быть исследо­
вано. из-за объема тест-системы, например пробирки, и заданного значения экспозиционной дозы. В таком слу­
чае использование гистологических срезов материалов изделия может быть более результативным. Если изделие 
содержит более одного материала, то следует соблюдать пропорцию в каждом срезе готового изделия. Следует
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соблюдать осторожность и избегать использования срезов, которые могут привести к появлению существенного 
количества поверхностей, не контактирующих с кровью.

Существует ряд механизмов, которые возникли в процессе эволюции для контроля каскада свертывания 
крови. Одним из этих механизмов является белок антитромбин. Антигромбин является ингибитором сериновой 
протеазы, который может связывать и деактивировать сериновые протеазы тромбина, активированные факторы 
свертывания крови IXa. Ха. Xla и ХИа. При активном состоянии антитромбин при взаимодействии с гепарином из­
меняет свою конформацию, что значительно увеличивает его скорость ингибирования протеаз.

П р и м е ч а н и е  — Исследование методом ИФА факторов свертывания крови представляет собой «фазу 
испытания» (см. В.1.2), т. е. испытывают образцы крови, полученные после контакта крови с МИ или материалом 
in vitro или in vivo.

Многие стандартные анализы на свертывание крови предназначены для обнаружения клинических нару­
шений в системе свертывания, которые приводят к замедленному свертыванию или чрезмерному кровотечению, 
скорее, отклонениям, которые ускоряют свертывание крови/тромбоз. Протоколы для оценки взаимодействия МИ с 
кровью необходимо соответствующим образом модифицировать, чтобы измерить уменьшение времени свертыва­
ния крови после инкубации крови с материалом/МИ.

Существует взаимосвязь между системами свертывания крови и комплемента [143]—{147].

ПУТЬ АКТИВАЦИИ КОНТАКТА ПУТЬ T4Ai-E90fO ФАКТОРА
(ВНУГР&НИЙ) (ВНЕШНИЙ)

ПОп Щ ю ЮСжь  ■ ГпЩмЦ'»  
с ш — еаеудд и<а и ^ н и ш

Рисунок В.1 — Каскадный механизм активации свертывающей системы крови

В.3.2.2 Тест-наборы ИФА на тромбин-антитромбин (ТАК), F1.2 и фибрин (ФЛА)
Тест-наборы ИФА, непосредственно регистрирующие процессы формирования тромбина (ТАК. F1.2) и фи­

брина (ФЛА), коммерчески доступны. Результатом является количественная оценка имеющихся в пробе тромбина 
и образующего фибрина, которые отражают уровень происходящей коагуляционной активности и могут быть про­
явлением возникающего тромбоза. См. В.4 для получения подробной информации о методе ИФА.

В.3.2.3 Частичное тромбопластиновое время (ЧТВ)
ЧТВ — это время свертывания рекальцифицированной цитратной плазмы при добавлении частичного тром- 

бопластина. который не содержит активатор. Частичный тромбопластин является суспензией фосфолипидов, ко­
торый. как правило, экстрагируют из тканевого тромбопластина. гомогената из мозга или легкого млекопитающих. 
Сокращение ЧТВ после контакта с материалом при стандартных условиях указывает на активацию внутреннего 
пути коагуляции крови. Гепарин и другие антикоагулянты вызывают продление ЧТВ [23].

Реагенты для измерения активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ) включают акти­
ватор. такой как каолин, целит или эллаговая кислота. Реагентов с такими активаторами необходимо избегать при
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оценке биологического действия МИ, контактирующих с кровью или материалами МИ, потому что они маскируют 
свертывание крови, вызванное материалами или МИ.

При исследовании процесса коагуляции при контакте крови с медицинскими материалами/изделиями само 
МИ или материал служат активатором свертывания крови. Соответствующие материалы положительного и от­
рицательного контроля следует применять при их наличии. Должен быть включен отрицательный контроль, непо­
средственно плазма крови без инкубации с матери алом,'МИ.

В.3.3 Тромбоциты. Методы исследования
В.3.3.1 Общие положения
Оценка состояния тромбоцитов и процессов их активации подробно описаны в научной литературе, напри­

мер. см. [69J—{94]. Тем не менее для МИ и материалов, контактирующих с кровью, наиболее используемыми 
методами являются простой подсчет тромбоцитов и измерение белков, высвобождаемых при дегрануляции тром­
боцитов (тромбоцитарные белки дегрануляции) после инкубации МИ или материалов с кровью в контролируемых 
условиях. Нормальные уровни тромбоцитов и тромбоцитарных белков дегрануляции в состоянии покоя (гомео­
стаз) установлены (см. информацию о продукте коммерческого тест-набора ИФА), как и отдельные абнормальные 
уровни, наблюдаемые при различных клинических тромбоцитопатиях. Основанием проведения такого тестирова­
ния МИ является то, что соответствующие материалы и конструкции МИ не должны обладать способностью адгези- 
роеать и/или активировать большое количество тромбоцитов, что может подвергнуть пациента риску. Существен­
ное снижение количества тромбоцитов и/или их дегрануляция могут быть индикатором тенденции материалами 
индуцировать или способствовать этим процессам, которые могут привести к осложнениям в виде кровотечения 
или тромбоза. Для измерения количества тромбоцитов используют обычный дифференциальный счетчик клеток, 
степень активации/дегрануляции тромбоцитов оценивают измерением концентрации хорошо определяемых бел­
ков из альфа-гранул тромбоцитов методом ИФА. Клинические лаборатории, как правило, используют тест-наборы 
для измерения концентрации белков из альфа-гранул методом ИФА. В основном данный тест, который может 
быть проведен in vivo либо in vitro, будет зависеть от наличия соответствующих антител к видослецифичным эпи- 
толам-мишеням белка гранул тромбоцитов. Образцы крови забирают при определенных условиях, пробы под­
готавливают и анализируют согласно инструкциям изготовителя. Стандартные конкретные условия или факторы, 
важные для модели in vitro, приведены в В.1.2.3. Сравнение результатов с соответствующими контролями, такими 
как отрицательные контроли (например, базовые уровни или тест-система без воздействия материала'изделия), и 
результатов испытания иэделия|'материала — аналога, является обязательным. Снижение количества тромбоци­
тов и повышение концентрации тромбоцитарных белков дегрануляции. которые статистически и биологически до­
стоверно отличаются от коктролей. могут быть индикатором того, что тестируемый материал/изделие при контакте 
с кровью может с большой вероятностью индуцировать процессы адгезии и активации тромбоцитов. В перечень 
белков из альфа-г ранул тромбоцитов, для которых существуют коммерчески доступные тест-наборы ИФА. входят:

- ТФ-4 (тромбоцитарный фактор 4). белок из 70 аминокислот с высокой аффинностью к связыванию с гепа­
рином. Главной физиологической ролью ТФ-4 является нейтрализация гепариноподобных молекул на эндотели­
альной поверхности кровеносных сосудов, что приводит к ингибированию локальной активности антитромбина III 
и способствует свертыванию крови;

- р-ТГ (бета-тромбоглобулин. хемокин для фибробластов и нейтрофилов).

П р и м е ч а н и е  — Тромбин — компонент каскада свертывания крови, являющийся мощным агонистом 
тромбоцитов и который гложет немедленно вызвать дегрануляцию тромбоцитов. Высокие уровни тромбина будут 
коррелировать с высокими уровнями дегрануляции тромбоцитов.

Как и при свертывании крови, на убыль тромбоцитов влияет площадь поверхности, контактирующая с кро­
вью. Таким образом, площадь поверхности (ПП) МИ/материала влияет на результат подсчета количества тром­
боцитов в обьеме крови. По этой причине следует конкретизировать отношение ПП к обьему крови (значение 
экспозиционной дозы) в каждом исследовании. Значение экспозиционной дозы допускается рассматривать как 
переменную для понимания специфичности эффекта материала. Значения экспозиционной дозы от 3,0 см2 до 
6.0 см2/мл крови (основываясь на толщине МИ) соответствуют значениям, установленным в ISO 10993-12. Другие 
значения экспозиционной дозы, как превосходящие данное отношение в 1.5 и 2.0 раза, допускается использо­
вать использовать, так как более большие площади поверхности теоретически увеличат чувствительность реакции 
тромбоцитов на тестируемый материал.

Активация тромбоцитов —  это процесс, который происходит в течение времени (от минут до часов) и признан 
потенциально обратимым до определенной точки. После ее прохождения он может необратимо прогрессировать 
вплоть до значительного изменения формы клеток, потери цитоплазматических составляющих, отшелушивания 
микрочастиц и полного разрушения. Процесс зависит от типа и количества стимулирующих агентов. Существует 
множество известных мощных стимуляторов, называемых агонистами тромбоцитов, примерами которых являются 
тромбин. АДФ и коллаген. Сами чужеродные поверхности, такие как МИ. контактирующие с кровью, также могут 
вести себя как агонисты, так как они могут индуцировать выработку тромбина. Дополнительно тромбоциты могут 
прикрепляться к этим поверхностям, оставаться в адгезированном состоянии или открепляться от поверхности 
в активированном или неактивированном состоянии и пройти через изменения формы, ведущие к разрушению 
тромбоцитов. Таким образом, оценка степени активации тромбоцитов при заданном времени контакта изделия/ 
материала с кровью будет более достоверной при использовании агентов, позволяющих «задержать» тромбоциты
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в их физическом и биохимическом состоянии в конкретной временной точке. Следовательно, если оценка состо­
яния тромбоцитов не может быть проведена немедленно после удаления исследуемого материала или изделия 
из тест-системы, то применяют ряд вешеств для предотвращения дальнейшей активации тромбоцитов и стаби­
лизации состояния тромбоцитов [88]—[91]. Примерами этих агентов являются кислый цитрат декстрозы (ACD). 
цитрат, теофиплин, аденозин, дипиридамол (CTAD) и другие стабилизирующие тромбоциты реагенты, такие как 
ThromboFix,w1l. Применение таких стабилизаторов возможно, если доказано, что не существует их негативного 
влияния при заданном времени исследования, такого как. например, артефактное воздействие на активацию тром­
боцитов.

В.3.3.2 Количество тромбоцитов
Из-за ключевой роли тромбоцитов в предотвращении кровотечения и в общем процессе тромбоза следует 

определить количество тромбоцитов [45]. [121]. Значительное снижение числа тромбоцитов в крови, контактиру­
ющей с изделием, может быть вызвано адгезией тромбоцитов, агрегацией тромбоцитов, секвестрацией тромбо­
цитов (например, в селезенке) или формированием тромба на материалах или изделиях. Уменьшение количества 
тромбоцитов после имплантации МИ также может быть вызвано ускоренным разрушением или удалением тромбо­
цитов из кровообращения. Для подсчета тромбоцитов в цельной крови могут быть использованы различные анти­
коагулянты [151]—[156].

Методики забора крови должны быть воспроизводимыми. Тромбоциты могут стать гилерактивными'активи- 
рованными при разнообразных условиях, включая неправильный забор крови. Методы агрегометрия тромбоцитов 
и проточная цитометрия применяют для подтверждения нормальной реактивности и активации тромбоцитов.

В.3.3.3 Активация тромбоцитов, высвобождение гранулярных тромбоцитарных белков: Р-ТГ, ТФ-4. Тх82 и 
морфологические изменения тромбоцитов

Применение ряда материалов или МИ может вызвать активацию тромбоцитов, которая может привести к 
следующему:

a) высвобождение веществ гранул тромбоцитов, таких как р-ТГ. ТФ-4. ТхВ2 и серотонин;
b ) изменение морфологии тромбоцитов:
c) высвобождение микрочастиц из тромбоцитов.
Активированные тромбоциты являются протромбогвнными. Активация тромбоцитов может быть оценена 

различными способами, такими как оптическая и электронная микроскопии для исследования морфологии адге- 
зированных на поверхности матер нал a/изделия тромбоцитов, измерение Р-ТГ. ТФ-4 и ТхВ2. высвобожденных из 
активированных тромбоцитов.

Р-ТГ и ТФ-4 являются белками, которые содержатся в альфа-гранулах тромбоцитов и высвобождаются в 
больших количествах после активации тромбоцитов [85] — [87]. [106]. Оба этих белка могут быть измерены с 
помощью коммерчески доступных тест-наборов ИФА. Повышение активации тромбоцитов может произойти по­
средством множества путей, связанных с МИ и материалами. Контакт поверхности МИ/материала с кровью, тур­
булентность и чрезмерные сдвиговые напряжения потока крови могут вызвать активацию тромбоцитов. Активация 
тромбоцитов может быть вызвана сильными агонистами, например тромбином в процессе тромбообразования 
при контакте материалами с  кровью или из-за локального повреждения стенки кровеносного сосуда. Высокие 
уровни ТхВ2. измеряемые ИФА. указывают на высокие уровни своего предшественника тромбоксана А2. сильного 
агониста тромбоцитов, который считают продуктом активированных тромбоцитов; ТхВ2 также относят к надежно­
му. независимому от вида животных, маркеру активации тромбоцитов. См. В.3.3.1 и В.4, где подробно изложена 
общая методология ИФА. Также может быть информативной оценка активации тромбоцитов путем исследования 
морфологических изменений адгезированных тромбоцитов при их активации на поверхности материала/МИ [70]. 
[71]. [173].

В.3.4 Гематология. Методы исследования
В.3.4.1 Общий анализ крови (ОАК)
Общий анализ крови (как правило, называемый ОАК) является жизненно важным исследованием, при­

меняемым ежедневно в больничных гематологических лабораториях. Его основной целью является быстрое и 
точное измерение концентраций различных популяций клеток в крови пациента, когда абнормальные показатели 
могут предоставить раннюю и жизненно важную информацию по целому ряду потенциальных отклонений. ОАК ис­
пользуют для определения количества или соотношения лейкоцитов и эритроцитов в организме. Анализ включает 
подсчет тромбоцитов. При исследовании гемосовместимости материала'изделия данные ОАК предоставляют ос­
новную информацию о влиянии взаимодействия иэделия/материала с форменными элементами крови. Подсчеты 
тромбоцитов и лейкоцитов до и после контакта крови с материалом/изделием необходимы для регистрации убыли 
активированных тромбоцитов и лейкоцитов за счет формирования тромба, индуцированного поверхностью мате­
риалам и. и. таким образом, позволяют оценить тромбогенный потенциал тестируемых образцов [24].

В.3.4.2 Активация лейкоцитов
Активация лейкоцитов может быть определена микроскопическим исследованием поверхности МИ на пред­

мет активированных лейкоцитов. Простой, более количественный метод включает применение коммерческого 
тест-набора ИФА для определения количества эластазы полиморфоядерного лейкоцита (ПМЯ). выделенного в

1! ThromboFix™ является примером коммерчески доступного подходящего продукта. Эта информация при­
водится для удобства пользователей данного документа и не является поддержкой ISO названного продукта.
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плазму после активации, вызванной взаимодействием материала или изделия с кровью. Другой подход, основан­
ный на принципе, что тромбы, прилегающие к материалу, будут содержать большое количество тромбоцитов и 
лейкоцитов, включает оценку снижения их количества в крови [24].

В.3.5 Система комплемента. Методы исследования на СЗа и SC5b-9
Система комплемента существует в плазме крови в форме биохимического каскада, который функциониру­

ет как защитный механизм, предназначенный для поддержки или «дополнения» способности антител выводить 
патогенные агенты из организма. Она является частью иммунной системы, называемой «врожденной иммунной 
системой». Здесь, в отличив от защиты антителами, активность ответа не приобретается и не адаптируется с 
течением времени. Система комплемента формирует фундаментальную линию защиты, которая функционирует 
параллельно и может опосредовать конкретные механизмы антител. Система комплемента тем не менее может 
быть приведена в действие поверхностью или поверхностями материалов, инородных организму, включая контак­
тирующие с кровью МИ [129]. [138].

Система состоит из некоторого количества белков, обнаруживаемых в крови, которые, как правило, цирку­
лируют в качестве неактивных прекурсоров. Белки комплемента обозначаются как «С» с последующей арабской 
цифрой для нативного белка, а для расщепленного — со строчной «а» или «Ь». чтобы обозначить фрагмент. В 
условиях низкого уровня спонтанно образованного реактивного СЗЬ присутствие материала/МИ может запустить 
ответ амплификации, конечным итогом которого станет выработка медиаторов воспаления, например С5а, и ци­
тотоксичных белковых комплексов, например мембраноатакующий комплекс (МАК), который может стимулиро­
вать целый ряд воспалительных ответов, включая хемотаксис лейкоцитов, выработку активных форм кислорода 
(АФК) и экспрессию цитокинов [129]. [130]. см. рисунок В.2.

Существует множество белков и фрагментов белков, которые составляют систему комплемента, и они могут 
быть разделены по трем путям активации: классический путь комплемента, альтернативный путь комплемента и 
маннозо-саязывающий пектиновый путь. Именно альтернативный путь активации системы комплемента считается 
наиболее вероятным при контакте медицинских материалов/МИ с кровью.

Доступны несколько коммерческих тест-наборов ИФА для оценки белков системы комплемента в крови. Так 
как СЗа является всегда присутствующим в крови фрагментом, концентрация которого увеличивается при акти­
вации системы комплемента, то он считается ее хорошим общим индикатором. Кроме того, растворимая фор­
ма терминального МАК — фрагмента SC5b-9 также гложет быть оценена методом ИФА. Фрагмент SC5b-9. как 
правило, считают более важным маркером, указывающим на полную степень активации системы комплемента. 
Повышенные уровни любого из компонентов комплемента указывают на активацию всей системы комплемента. 
Для изделий с большой площадью поверхности, таких как фильтры для гемодиализа и системы искусственного 
кровообращения, характерны высокие уровни активированных компонентов комплемента [129]— [138]. [143]. и этот 
эффект обусловлен активацией лейкоцитов и секвестрацией лейкоцитов в легких [130]. [137].

Измерение фрагментов компонентов комплемента имеет несколько недостатков. Во-первых, тест-наборы 
ИФА только измеряют компоненты комплемента в жидкой фазе (сыворотка или плазма). Они не регистрируют ком­
поненты комплемента, которые активированы и адсорбированы на поверхности изделия. В зависимости от приро­
ды материала/МИ на их поверхности гложет находиться значительное количество активированных адсорбирован­
ных компонентов комплемента, которые не обнаруживаются коммерческими тест-наборами ИФА. Во-вторых, для 
многих из коммерчески доступных наборов существуют видоспецифичность и высокие базовые/фоновые уровни, 
наблюдаемые при стандартном последовании in vitro. В связи с этим следует включить и обосновать необходи­
мые контроли. Классический метод СН-50 применим при исследовании общей активации системы комплемента, 
индуцированной поверхностью материала/МИ. в сыворотке человека, быка, свиньи и кролика. Тем не менее чув­
ствительность СН-50 при измерении активации комплемента после контакта с материалами/изделиями низкая, 
учитывая, что методом СН-50 измеряют остаточную активность комплемента и часто только небольшую часть 
системы комплемента, активируемую материалами/МИ. Другим удобным методом измерения активации компле­
мента in vitro является регистрация увеличения концентрации СЗ- или С5-конвертазы комплемента, определяемой 
конверсией субстрата. В [18] и [19] также приведена информация об активации системы комплемента. В прило­
жении Е приведена дополнительная информация об активации системы комплемента, связанной с медицинскими 
материалами и МИ. См. В.4, где подробно изложена общая методология ИФА.
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-  поввриностъ бимютартлаЬедвшя

Рисунок В.2 — Альтернативный путь комплемента

П р и м е ч а н и е  — Факторы, отмеченные красным, измеримы коммерчески доступными тест-наборами.

В.4 Существующие методологии исследования факторов плазмы крови, специфичных
для системы свертывания крови, активации тромбоцитов, лейкоцитов и системы комплемента
(используя ИФА или аналогичные методы)
В.4.1 Общие положения
Оценка свертывания крови, активации тромбоцитов, других клеток крови и комплемента долгое время ос­

новывалась на клинических анализах, измеряющих в плазме уровни ключевых белков, образующихся в процессе 
каскада активации или высвобождающихся при активации или повреждении различных типов клеток. В таком слу­
чав клинические лаборатории часто полагаются на тест-наборы, использующие распространенный метод ИФА. В 
основном исследовании, которое может быть in vivo или in vitro, использование того или иного метода будет за­
висеть от наличия соответствующих антител/тест-наборов к видоспецифичным эпитопам-мишеням белка. Пробы 
крови забирают при определенных условиях, подготавливают и анализируют согласно инструкциям изготовителя 
тест-наборов. Определенные условия могут включать время контакта материала'изделия с кровью, концентрацию 
и тип антикоагулянта, температуру, наличие потока, гематокрит и другие факторы. Сравнение результатов с не­
обходимыми контролями. такими как отрицательные контроли (например, базовые уровни или отсутствие контакта 
материала/МИ с кровью), и результатов для промышленно выпускаемого изделия-аналога является обязательным. 
Значения параметров активации, которые статистически и биологически значимо выше, чем в контролях. могут 
означать, что материал/изделие представляет собой более высокий уровень риска для пациента из-за большой ве­
роятности активации системы свертывания, тромбоцитов или комплемента при его контакте с кровью. В примеры 
белков свертывающей системы, для которых существуют коммерчески доступные тест-наборы ИФА. включают ТАК 
(комплексы тромбин-антитромбин). F.1.2 (фрагмент белка, высвобождаемый из протромбина при формировании 
тромбина) и ФПА (фибринопептид А. высвобождаемый из фибриногена при формировании фибрина). Существу­
ют коммерческие наборы ИФА для оценки активации тромбоцитов (например, высвобождение альфа-гранулами 
р-ТГ и ТФ-4) и активации комплемента (например, формирование СЗа и SC569).
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В.4.2 Общие методы и регистрация результатов анализа
В.4.2.1 Общие положения
В протоколе исследований указывают сведения и прикладывают документацию в соответствии с настоящим 

разделом.
В.4.2.1.1 Справочные документы
ИП протокола ИФА. прикладываемая изготовителем.
В.4.2.2 Хранение и стабильность
В протоколе указывают условия хранения и стабильности используемых реагентов комплекта и фови,'плаз­

мы крови.
В.4.2.3 Процедура
В.4.2.3.1 Приготовление образца
Должны быть предоставлены общие инструкции. Результаты исследования зависят от ПП исследуемого МИ 

или исследуемого материала МИ. По этой причине следует обозначить отношение ПП к объему крови (значение 
экспозиционной дозы) в каждом исследовании. Значения экспозиционной дозы от 3.0 см2 до 6.0 см2/мл крови 
(основываясь на толщине изделия) соответствуют значениям, установленным в ISO 10993-12. Другие значения 
экспозиционной дозы, такие как превосходящие данное отношение в 1.5 и 2.0 раза, допускается использовать, так 
как более высокие площади поверхности теоретически увеличивают чувствительность реакции крови и ее компо­
нентов на исследуемую поверхность.

Следует указать способ ингибирования реакции после времени инкубации, т. е. привести наименование и 
концентрацию/концентрации ингибирующего агента'агентое.

В.4.2.3.2 Коэффициент разбавления (КР)
Должна быть предоставлена детальная информация о применяемых коэффициентах разведения, раство­

рителях и т.д.
ВНИМАНИЕ — Может наблюдаться значительная интер- и интрадонорская вариативность, что делает 

сложным определение единственного идеального КР. Следовательно, рекомендуется использование как 
минимум двух КР исследуемого образца для того, чтобы  охватить все значения проб образца на стандарт­
ной кривой абсорбции. Значения абсорбции образца должны бы ть в диапазоне, обозначенном самым низ­
ким и самым высоким стандартами. В противном случае образцы должны бы ть исследованы повторно с 
новым КР так. чтобы результаты находились в диапазоне стандартной кривой.

В.4.2.3.3 Выбор данных при исследовании с множественными КР
Если все или некоторые образцы исследовались без разбавления, при низком и высоком разбавлении, для 

отчета берут значения, требующие наименьшего КР. находящегося на стандартной кривой абсорбции. Допустимо, 
если образцы «без разбавления» содержат отдельные значения вне кривой, все образцы «низкого разбавления» 
находятся на кривой, а образцы в высокого разбавления» содержат отдельные значения ниже кривой, для отчета о 
показателях «низкого разбавления», где все значения находятся на кривой при том же КР.

В.4.2.3.4 Приготовление стандартов
Подробно описывают процедуры получения стандартной кривой и приготовления контролей.
В.4.2.3.5 Метод
Подробно описывают последовательные этапы выполнения метода в целом, включая информацию о каких- 

либо отступлениях от ИП набора ИФА.
В.4.2.3.6 Оценка
Подробно описывают выполненные вычисления для определения значений концентраций измеряемого бел­

ка в плазме крови.
В.4.2.3.7 Статистический анализ
Подробно описывают методы статистического анализа.
В.4.2.3.8 Ограничения и ошибки
Должны быть приведены все ограничения или ошибки, такие как неправильная методика забора крови; на­

пример. неправильное соотношение образца крови и раствора цитрата (или другого антикоагулянта, такого как 
гепарин) может привести к ложно завышенным значениям белка системы свертывания крови; неправильно вы­
бранный антикоагулянт может привести к повышению всех фоновых значений и т. д.

В.4.2.3.9 Сравнительный интервал
Должны быть приведены известные нормальные и абнормальные концентрации измеряемого белка в плаз­

ме и ожидаемые значения контролей.
В.4.3 Приложения
Должна быть приведена информация по рекомендуемому коэффициенту разбавления, формы данных про­

бы ИФА. контрольные листы для выполненного метода ИФА и т. д.
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Приложение С 
(справочное)

Тромбоз. Методы исследования in  vivo

С.1 Общие положения
Для исследования процессов тромбообразования применялись многочисленные подходы. Тем не менее для 

МИ и материалов, контактирующих с кровью, природа тромбоза in vrvo привела к тому, что методы, приведенные в 
С.2 и С.З. стали более широко применять для оценки тромбоза, связанного с МИ. Эти методы применяют для оцен­
ки изделий для постоянного и временного контакта с кровью. В настоящем стандарте показано, что разнообразие 
областей применения МИ, контактирующих с кровью, диктует необходимость разнообразия моделей in vivo для 
того, чтобы адекватным образом имитировать условия клинического применения конкретного МИ.

Метод, приведенный в С.2. общепринят как наиболее подходящий подход к оценке изделий на предмет тром­
боза. так как при этом методе данное изделие оценивают в его предназначенной имплантируемой конфигурации 
в модели на животных. Главными элементами в этой работе являются отработка протокола исследований на жи­
вотных согласно ISO 10993-2 с тщательной имитацией клинического применения МИ и включение в протокол под­
робных методов и анализов, используемых для оценки степени тромбоза.

Метод, приведенный в С.З. применяют реже, и он не является общепринятым во всем мире. Тем не менее 
он может требоваться или запрашиваться отдельными регулирующими органами. Метод называют «модель не 
антикоагулянтной венозной имплантации» (НАВИ), т. е. при имплантации не используют антикоагулянт, и «модель 
антикоагулянтной венозной имплантации» (АВИ). т. е. имплантация выполняется с использованием антикоагулян­
та. Сам метод включает введение изделий в форме катетера или материалов изделия, которым придана форма 
катетера, в вены животных на период до 4 ч с последующей макроскопической оценкой количества тромба на по­
верхности материал а/катетера. Недостатки и преимущества метода представлены в таблицах С.З и С.4. соответ­
ственно. Из-за отмеченных недостатков и во избежание ложного вывода о тромбогенности материалов и изделий 
интерпретация данных, полученных при использовании этой модели, требует особой осторожности [143], см. также 
А.З.

Когда тестируемое изделие является изделием катетерного типа, имплантируемым в вену, методы в С.2 и 
С.З эквивалентны.

С.2 Имплантационный тест in vivo готового медицинского изделия в доклиническом исследовании
на животных
Испытания in vrvo на животных проводят на МИ. предназначенных для имплантации при клиническом при­

менении (см. 6.1.6, 6.3.2 и 6.3.3). Протоколы должны включать подробные методы для исследования процессов 
взаимодействия изделия с кровью, например анализ:

a) самого изделия;
b ) образцов крови после испытания МИ;
c) состояние тканей и органов.
Такое доклиническое исследование должно использовать модели in  vivo, которые имитируют условия при 

практическом применении МИ, например место имплантации, геометрию, поток, длительность контакта, темпе­
ратуру, стерильность и т. д. (см. 6.1.2). и включать необходимые контроли, например изделие-аналог (см. 6.1.3). 
Следует проводить тестирование только на настоящих готовых изделиях или их компонентах (см. 6.1.4). так как 
исследования на МИ-полуфабрикатах и исследование в плохо имитированных условиях применения не будут с 
высокой точностью прогнозировать функционирование изделий в клинической практике (см. 6.1.6).

Соответственно МИ. предназначенные для функционирования ex vivo, и МИ для функционирования /п vivo 
должны быть исследованы на адекватных моделях ex vivo и in vivo соответственно. Антикоагулянты в моделях 
ex vivo и in vivo должны совпадать с типом и количеством антикоагулянтов, используемых при клиническом приме­
нении изделия, и соответствовать ИП к МИ (см. 6.1.12). Выполнение достаточного количества повторов исследова­
ния. методы статистического анализа и его результаты должны быть использованы в исследованиях на животных 
(см. 6.1.14 и [213]—[216]).

Исследования следует проводить, если возможно, в следующих категориях тестов: тромбоз, свертывание 
крови, тромбоциты, гематология и активация комплемента, как описано в таблице 2. Как пример, один тест может 
состоять из макроскопического исследования и РЭМ анализа изделия для оценки степени тромбоза, связанного с 
изделием. Осмотр состояния органов ниже по кровотоку (например, легкое и почка) для установления признаков 
тромбоэмболий поможет при оценке вероятности тромбоэмболии, связанной с МИ. Если присутствуют соответ­
ствующие антитела, то процесс свертывания крови может быть оценен измерением в плазме крови концентраций 
индикаторов коагуляции и формирования фибрина, например ТАК и ФГ1А, измеряемых методом ИФА. Также про­
стой подсчет тромбоцитов и/ипи измерение маркеров активации тромбоцитов, например (1-ТТ, могут быть исполь­
зованы для оценки влияния МИ на тромбоциты. Обычный дифференциальный подсчет клеток крови и свободного
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гемоглобина в плазме допускается применять для общей оценки факторов гематологии и оценки механического 
повреждения клеток крови. Для МИ с большой площадью поверхности, с учетом наличия антител, количества в 
плазме различных факторов комплемента, может быть использован для оценки активации комплемента по аль­
тернативному пути.

Желательно, чтобы исследуемое МИ не влияло слабо или оказывало одинаковое влияние на измеряемый 
параметр по сравнению с результатами, наблюдаемыми на МИ-аналоге. Более высокие результаты, чем на МИ- 
аналоге, могут быть обоснованы с помощью анализа риска/лреимущесгва. При исследовании МИ без аналогов 
должны быть выбраны и обоснованы соответствующие контроли. Такие оценки предпочтительны с использовани­
ем метода, приведенного в С.З, так как этот метод наиболее полно имитирует применение in vivo. Следует сверить­
ся с «вертикальными» стандартами в различных областях МИ. Для последних допускается применять стандарты, 
указанные в библиографии.

П р и м е ч а н и е  1 — Для МИ в форме катетера, предназначенных для имплантации в венозную систему 
кровообращения, модели имплантации с антикоагулянтами или без. см. С.З, являются адекватным подходом к ис­
следованию in  vivo этих МИ.

П р и м е ч а н и е  2 —  Для МИ в форме катетера, предназначенных для имплантации в артериальную систе­
му кровообращения, модели имплантации с антикоагулянтом (АВИ) или без (НАВИ), см. С.З. являются адекватным 
подходом к исследованию in vivo этих МИ.

См. также 6.3.3 и приложения А и В.

С.З In vivo  НАВИ и АВИ исследования на тромбогенность

Сущность исследований НАВИ и АВИ заключается во введении изделия в форме катетера (или другой под­
ходящей формы) или материала МИ. которому придана форма катетера, в вену крупного животного. Данный вид 
теста необходим в случаях, например, когда требуется оценка громбогенности новых катетеров, покрытия, ма­
териала или при изменении поставщика или технологического этапа обработки материала/МИ. В самой модели 
используют несколько венозных позиций (см. рисунки С.1 и С.2). При отсутствии (НАВИ) или в присутствии (АВИ) 
антикоагулянтов допустима имплантация двух или трех имплантатов для инкубации in situ на период до 4 ч (случаи 
меньшего и большего времени инкубации должны быть обоснованы, учитывая конкретное применение изделия). 
Затем имплантаты удаляют и оценивают на предмет количества видимых тромбов на поверхности образцов. Наи­
более часто используют модель бедренной или яремной вены собаки. Тестируемый материалами размещают в 
одной из вен. а контрольный материал или аналоговое МИ помещают на контралатеральной (расположенной на 
противоположной стороне тела) вене. Исследование требует от двух до трех крупных животных, с чередующимися 
местами имплантации объекта тестирования и контроля во избежание предвзятости и оценки тромба на изделиях, 
используя метод подсчета, такой как приведен в таблицах С.1 и С.2. Результаты могут быть дополнены гравиме­
трическим анализом обнаруженного тромба и исследованием проходимости сосудов. Тромбогенность тестируе­
мого изделия должна быть эквивалентна или быть меньше по сравнению с соответствующими, при их наличии, 
промышленными аналогами, или должны быть обоснованы другие критерии оценки. Следует удостовериться, что 
исследованы все контактирующие с кровью при клиническом применении компоненты изделия. Различные миро­
вые регулирующие органы рекомендуют, чтобы было имплантировано до 15 см объекта тестирования и контроля 
для обеспечения адекватного воздействия в течение исследования. В зависимости от конфигурации МИ может 
потребоваться создание специального изделия для сокращения длины компонентов при сохранении того же со­
отношения материалов, что и в готовом изделии. В качестве альтернативы если необходимо, то МИ может быть 
поделено на несколько исследуемых образцов.

Для МИ и материалов, предназначенных для имплантации в артерии, методы тестирования должны быть 
соответственно изменены на имплантацию объектов тестирования в артериальную позицию.

ВНИМАНИЕ — Вариативность в результатах наблюдалась между:
a) исследовательскими центрами;
b ) сотрудниками, проводящими исследования;
c) повторными исследованиями на том же материале;
d) показателями, полученными от контролей [143].
В таблице С.З обобщены основные недостатки моделей НАВИ и АВИ. В таблице С.4 представлены некото­

рые отмеченные преимущества моделей НАВИ и АВИ. Величайшей ценностью модели может быть тестирование 
материалов, преднамеренно измененных для сокращения времени острого формирования тромба, например при 
оценке гепариновых покрытий.
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f  — бодренная вена. 2  — яренная вена

Рисунок С.1 — Основные позиции при имплантации изделий, 
используемые в моделях НАВИ/АВИ

? -  НП В-Н П В (где Н П В — ниж няя полая вена); 2  — ВП В -Н П В  (где ВПВ -• верхняя лопая вена);
3  — Н П В -Л Л  (где Л А  - -  абдоминальная аорта)

Рисунок С.2 — Другие, менее часто используемые позиции 
при имплантации изделий, в моделях НАВИ/АВИ

ВНИМАНИЕ — Имплантация в указанные позиции требует внимательного рассмотрения артефактов, 
обусловленных возможным взаимодействием имплантированных изделий и/или неопределенности места 
формирования тромба.
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Т а б л и ц а  С .1— Схема А подсчета НАВИ/АВИ

О писание оц скси  Ф орм ирования тромба О ценка

Отсутствие значительного тромбоза (очень маленький сгусток приемлем при введении) 0

Минимальный тромбоз, одно местоположение 1

Минимальный тромбоз, множественные местоположения 2

Значительный тромбоз, от У, до У/ включительно поверхности имплантата, сосуд проходим 3

Значительный тромбоз, более Vi поверхности имплантата, сосуд проходим 4

Просвет сосуда полностью закрыт 5

Т а б л и ц а  С.2 — Схема В подсчета НАВИ/АВИ

О писание оценки ф ормирования тромба О ценка

Тромб отсутствует или минимален и. при наличии, может быть связан с местом венотомии 
имплантата

0

Тромб минимальный, при наблюдении покрывает от 1 % до 25 % поверхности материала 1

Тромб умеренный, при наблюдении покрывает от 26 % до 50 % поверхности материала 2

Тромб серьезный, при наблюдении покрывает от 51 % до 75 % поверхности материала 3

Тромб обширный, при наблюдении покрывает от 76 % до 100 % поверхности материала 4

Т а б л и ц а  С.З — Недостатки («подводные камни») при использовании моделей НАВИ или АВИ

Фак­
тор

О писание Предостережения

1 Позиция
имплантата

Условия высокого потока ведут к низким уровням тромбообразования. связанно­
го с поверхностью, и наоборот. Следовательно, небольшие различия в анатоми­
ческих факторах, таких как намеченные диаметры сосудов и/или позиции веноз­
ных клапанов, могут иметь потенциальное влияние на количество наблюдаемого 
тромба. Дополнительно, если имплантат помещен под углом или в позиции, ко­
торая изменяет кровоток, создавая вихревые движения, ведущие к стазу крови, 
формирование тромба может произойти безотносительно свойств материала ис­
следуемого изделия

2 Методика
имплантации

Каждый объект исследования и контроль должны быть идентичны и точно вве­
дены в вены-мишени при расположении каждого в идентичной позиции (предпо­
чтительно центральное расположение с отсутствием контакта со стенкой сосуда)

3 Степень контакта 
изделия со стенкой 
сосуда

Данный фактор относится к повреждению стенки сосуда/зндотелиальной денуда­
ции в течение периодов имплантации и инкубации. Сам имплантат может способ­
ствовать тромбозу в результате механического контакта со стенкой сосуда, кото­
рый индуцирует повреждение и активацию тканевого фактора. В данном случае 
фактор материала гложет играть второстепенную роль в степени наблюдаемого 
тромба, а геометрия МИ может играть главную роль

4 Время/
период инкубации

Главный измеряемый параметр протяженности поверхностно ассоциирован­
ного тромба имеет тенденцию быть интенсивным в течение первых Уг ч до 2 ч. 
Через некоторое время после этого периода тромболитическая (фибринолити­
ческая) система может инициировать и удалить биохимически некоторые из со­
путствующих тромбов
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Окончание таблицыС.З

Ф ак­
тор О писание Предостережения

5 Методика
эксплантирования

В зависимости от состава и протяженности поверхностно ассоциированного 
тромба на образце измеряемый/подсчитываемый материал тромба может быть 
хрупким и быстро отшелушиваемым в течение забора МИ/экспозиции. Без осо­
бой предосторожности этот материал, часто называемый «рукавным тромбом», 
может «отскребаться», если образец забран или задет в месте имплантации. Не­
которые исследователи используют фиксацию перфузии in situ, чтобы смыть не­
прилегающие элементы крови и одновременно перекрестно связать МИ/тромб/ 
сосуд в более сильную (и более физиологическую) геометрию

6 Материал/
поверхность
материала

Данная модель применялась для оценки тромбогенного потенциала новых мате­
риалов. оценки изменений процесса на существующих зарегистрированных ма­
териалах и для квалификации новых поставщиков. Часто легально продающееся 
изделие сравнения (LMCD) или материал используются в качестве контроля, ко­
торый предоставляет равно вариативные результаты

7 Нвтромбоадгезив- 
ные материалы

Работа специалистов в данной области [177]—[179] продемонстрировала, что ги­
дрофильные поверхности могут быть тромбогенными (и тромбоэмболическими), 
но не тромбоадгезивными. Этот тест дает проходные баллы МИ и материалам, 
которые являются тромбогенными и тромбоадгезивными

8 Тромботический 
потенциал реципи- 
ента/испытуемого

Результаты работы в данной области [56]. [57], [180] выявили, что реципиенты 
(лабораторные животные) могут иметь существенно разные «тромботические 
потенциалы», т. е. различную способность к формированию тромба при воздей­
ствии медицинских имплантатов и других факторов. Это может привести к зна­
чительным отличиям в подсчетах тромботического потенциала между разными 
испытуемыми

9 Статистическая
достоверность

В соответствии с ISO 10993-2 в сочетании с вариативностью ответов, наблюдае­
мых между изделиями и материалами-аналогами и между объектами исследова­
ния (лабораторными животными), получение статистически значимого заключе­
ния часто является невозможным

10 Опыт испытателя Подготовка и навыки испытателя, оценивающего по балльной системе процесс 
формирования тромба, являются чрезвычайно важными. Некоторые могут за­
трудняться в отличии настоящего тромба in vivo от ложного тромба [по/досмерт- 
ных (агональных) формирований сгустков]

11 Влияние антикоагу­
лянтной схемы

Почти все МИ и материалы, исследуемые в модели АВИ. получают нулевой балл 
и проходят испытание. Это ставит под вопрос цель и обоснование использования 
модели АВИ. В модели НАВИ большинство гидрофобных материалов демонстри­
руют различные степени тромбообразования. а гидрофильные материалы демон­
стрируют незначительные уровни тромбоза

12 Размер имплантата 
к диаметру сосуда

Кроме потенциального повреждения стенки сосуда, если размер имплантата 
слишком велик относительно диаметра сосуда, он может повлиять на кровоток 
(стагнация), предрасполагая к тромбозу. Поперечная область имплантата должна 
занимать не более 50 % просвета сосуда
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Т а б л и ц а  С.4 — Преимущества использования моделей НАВИ или АВИ

Ф а к ­
тор Описание Предостережения

1 Изучение
формирования тромба

Модель НАВИ, как известно, последовательно демонстрирует значитель­
ное формирование тромбов in vivo на гидрофобных полимерах, особенно 
после 1 ч или менее воздействия. В таком виде модель НАВИ подходит 
для исследования формирования тромба. Например, она может быть по­
лезным инструментом для исследования влияния тромба на функциональ­
ные свойства изделий, такие как внутрисосудистые сенсоры [143]

2 Оценка покрытий, 
предназначенных 
для снижения 
тромбогенности

Покрытия, нанесенные на поверхности изделия для снижения его тромбо­
генности. должны продемонстрировать измеряемые различные и последо­
вательные ответы, т. е. ниже, чем неизмененные контроли. при тестирова­
нии на модели НАВИ.
Внимание — Испытание должно включать этапы оценки тромбоэм­
болического потенциала, так как нетромбоадгезивные поверхности 
могут бы ть тромбогенными

3 Оценка покрытий, 
предназначенных 
для увеличения 
тромбогенности

Покрытия, нанесенные на поверхности МИ для увеличения тромбоген­
ности. должны продемонстрировать измеряемые различные и последо­
вательные ответы, т. е. выше, чем ^модифицированные контроли. при 
исследовании на модели НАВИ или АВИ.

Внимание — Испытание должно включать этапы оценки тромбоэмбо­
лического потенциала, так как тромбогенные поверхности могут про­
дуцировать эмболы

4 Скрининг материалов для 
сердечно-сосудистого 
приме нения

Модели НАВИ и АВИ являются наиболее подходящими для исспытаний 
МИ катетерного типа, предназначенных для введения в сосудистую систе­
му на короткие периоды времени. Множество материалов и конструкций 
изделий допускается исследовать в этой модели с использованием кон­
тралатерального кровеносного сосуда для оценки контроля или немоди- 
фицированной версии исследуемых изделий
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Приложение D 
(справочное)

Гематология/гемолиз. Методы исследования. 
Оценка гемолитических свойств медицинских изделий 

и материалов для медицинских изделий

D.1 Общие положения
Настоящее приложение содержит обзор известных методов исследования гемолиза с последующим обсуж­

дением вопросов, относящихся к возможности этих методов охарактеризовать гемосовместимость медицинских 
материапов/МИ. Гемолиз является временной функцией воздействия материала на кровь и крови на свойства ма­
териала, как поверхностная энергия, морфология поверхности и химия поверхности. Гемолиз является функцией 
местных механических сил и биохимических факторов.

D.2 Причины гемолиза
D.2.1 Осмотическое давление (гемолиз, индуцированный осмотическим давлением)
Мембрана эритроцита является полупроницаемой мембраной. Перепад давления возникает, когда такая 

мембрана разделяет два раствора с различными концентрациями. Осмотическое давление происходит, когда 
мембрана непроницаема для пассивного движения раствора, но позволяет проход чистого растворителя, такого 
как вода. Такой перепад давления может вызвать разбухание эритроцитов и разрыв клеточной мембраны с вы­
делением свободного гемоглобина [175]. Осмотическая резистентность может варьироваться среди эритроцитов 
млекопитающих [95]—[98].

D.2.2 Механические факторы (гемолиз, индуцированный механическим воздействием)
Динамические факторы жидкой среды: скорость кровотока, турбулентность и нефизиологические силы сдви­

га — могут деформировать мембрану эритроцита и потенциально вызвать разрыв мембраны. Последнее может 
быть потенциально усугублено изделиями с механическим управлением и/ипи сложными путями потока. Приме­
рами МИ являются:

- системы афереза и сепарации клеток;
- фильтры артериальной крови [11], [36];
- насосы вспомогательного кровообращения [29]. [30]. [124], [157];
- системы искусственного кровообращения [5]. [10], [11]. [13]. [37]. [41];
- системы кардиотомии/венозного резервуара [10], [11];
- устройства поддержания кровообращения [9];
- системы гемодиализа [16]. [28]. [41];
- механические клапаны сердца [2];
- искусственные желудочки сердца [236], [237].
D.2.3 Биохимические факторы (гемолиз, индуцированный материалом)
Изменения структуры мембраны на молекулярном уровне могут повлиять на прочность и эластические свой­

ства мембраны эритроцита. Недостаток питательных веществ или метаболической энергии (АТФ) может привести 
к потере дискообразной формы и микровезикуляции гемоглобина. Другие агенты, например экстрагируемые из 
МИ. бактериальные токсины. pH и изменения в метаболизме, индуцированные температурой, способны также по­
вредить мембрану эритроцита [95]. Эти изменения могут вызвать разрыв мембраны при осмотических давлениях 
ниже критического значения. Целесообразно провести предварительное исследование для определения критиче­
ского значения давления, при котором мембрана эритроцита разрывается (осмотическая резистентность).

D.3 Клиническая значимость гемолиза

D.3.1 Токсические эффекты
Повышенные уровни свободного гемоглобина могут спровоцировать токсические эффекты или иницииро­

вать процессы, которые способны вызвать нагрузку на почки или другие органы [175]. Концентрация свободного 
гемоглобина является информативным параметром, характеризующим степень повреждения эритроцитов, а также 
косвенным индикатором повреждения мембраны других элементов крови.

D.3.2 Тромбоз и анемия
Внутрисосудистый гемолиз способствует тромбозу из-за каскада событий, включающих высвобождения АДФ 

из эритроцитов и фосфолипидов [106]. с последующей активацией тромбоцитов и дегрануляции протромботиче- 
ских агентов. Когда гемолиз вызывает клинически значимое снижение количества эритроцитов, это может привести 
к анемии и нарушению способности переноса кислорода с последующим отрицательным действием на мозг и 
другие органы или ткани.
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D.4 Оценка достоверности результатов гемолитического исследования
Величина гемолиза зависит от времени контакта материала с кровью и от свойств самого материала, таких 

как энергия, морфология и химический состав поверхности. Гемолиз также может быть обусловлен функцией на­
пряжения сдвига кровотока, взаимодействием с мембраной клетки, характером слоев адсорбированных белков, 
стабильностью потока, наличием пузырьков воздуха и варьируемыми характеристиками самой крови (источник, 
возраст донора и биохимический состав) [108]. (112J. [113J. Эти переменные следует адекватно контролировать 
для сравнения гемолитической активности материалов и МИ. Спектр методов оценки гемолиза варьирует от упро­
щенных до очень сложных моделей. Известен ряд моделей in vitro и in  vivo для проведения теста в потоке крови. 
Значения гемолитической активности являются параметрами сравнения относительно материалов или МИ. ис­
следуемых на той же модели в конкретной лаборатории, а не абсолютными величинами. Методы исследования 
in vitro способны количественно выразить малые концентрации гемоглобина плазмы, который может быть неизме­
рим в условиях in vivo (например, из-за связывания гемоглобина плазмы с гаптотобином и быстрого удаления из 
организма). Допустимы методы определения концентрации лактатдегидрогеназы и гаптоглобина как индикаторов 
гемолиза в условиях исследования in vivo.

Невозможно определить универсальный уровень для приемлемых и неприемлемых значений гемолиза для 
всех МИ и возможных их применений. Гемолитическая активность МИ может быть в начальный период замаски­
рована травмой от хирургической процедуры. МИ может вызвать значительный гемолиз, но может являться един­
ственным возможным способом лечения в ситуации с угрозой для жизни. Следует учитывать, что гемосовмести- 
мый материал не является гемолитическим. На практике многие МИ могут вызвать гемолиз, но их преимущество 
при клиническом использовании перевешивает риск, связанный с этим отрицательным воздействием на кровь. 
Следовательно, если МИ вызывает гемолиз, следует подтвердить, что МИ предоставляет клиническое преимуще­
ство и что гемолиз находится в клинически допустимых пределах. Критерий допустимости основан на какой-либо 
форме оценки риска и выгоды. Следующие вопросы являются предложениями для разработки такой оценки:

- Какова длительность воздействия МИ на пациента?
- Какой уровень гемолиза вызывает материал или МИ? Продолжается гемолиз весь период времени воздей­

ствия МИ на пациента? Продолжается гемолиз после удаления МИ?
- Каковы относительные риски и преимущества других существующих методов лечения?
- Каковы гемолитические свойства этих известных методов лечения? Как данное МИ сопоставляется с этими 

другими методами?
- Насколько эффективно исследуемое МИ по сравнению с другими формами лечения? Более эффективное 

МИ может вызвать значительный гемолиз во время использования, но эффективность применения МИ приносит 
большую пользу для пациента, чем другие способы лечения.

D.5 Исследование гемолиза. Общие положения
D.5.1 Методы
D.5.1.1 Общие положения
Гемолиз эритроцитов исследуют in vitro. Прямыми методами определяют гемолиз путем физических и хи­

мических взаимодействий исследуемого материала с эритроцитами. Непрямыми методами определяют гемолиз 
посредством веществ, экстрагируемых из исследуемых объектов. [17] является стандартом непосредственно по 
исследованиям гемолитических свойств материалов (в основном обусловленных химическими факторами), завися­
щих от размера изделия и его сложности. Настоящий стандарт не применим для исследования гемолитической ак­
тивности целых, неповрежденных МИ. В [17]. [22] и [28] приведены примеры методологий, конкретно разработанных 
для исследования гемолиза МИ и составляющих их материалов. Разработан стандарт [20] для оценки гемолиза, вы­
званного наночастицами медицинского назначения. В своей простейшей форме, при контакте сильно разбавленных 
суспензий эритроцитов с исследуемыми материалами, значения гемолиза, как правило, вычисляют как процентное 
содержание гемоглобина, который был высвобожден в супернатант относительно общего количества гемоглобина в 
данной суспензии клеток, т. е. значение концентрации свободного гемоглобина/концентрации общего гемоглобина, 
умноженное на 100 %. Если все эритроциты суспензии разрушены, то наблюдается 100 %-ный гемолиз.

В дополнение к исследованию материалов, входящих в состав изделий, необходимо провести испытания це­
лых МИ для оценки влияния на гемолиз структуры изделия, физико-механических взаимодействий крови с матери­
алами. с учетом диапазона условий клинического применения изделий (например, скорость кровотока, обороты в 
минуту, давление, время функционирования), назначения изделий и гемодинамических факторов. Гемолитическая 
активность многих изделий, вызванная гемодинамическими силами и взаимодействием с поверхностями в усло­
виях потока, превышает значения гемолиза, вызванного химическими свойствами материалов. Для адекватной 
имитации условий клинического применения при исследовании гемолитического потенциала изделий в условиях 
потока следует учитывать гематокрит крови и другие факторы [30]. [37], [41], [124]. Для определения наиболее 
возможного максимального значения гемолиза для данного изделия испытания гг? vitro, как правило, проводят при 
самой высокой скорости кровотока, для которой, как ожидается, будет использовано тестируемое изделие. Ссыпки 
на документы, в которых представлены протоколы при исследовании гемолиза, индуцированного механическими 
воздействиями, включают ссылки на [5]. [37], [41] и [124].

Концентрация гемоглобина в плазме значительно ниже, чем общая концентрация гемоглобина в крови. Кон­
центрация свободного гемоглобина in vivo, как правило, составляет от 0 до 10 мг/дл, в то время как нормальный
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диапазон общей концентрации гемоглобина в крови составляет от 11000 до 18000 мг/дл. По этой причине применя­
лись различные методы для измерения широкого диапазона концентраций гемоглобина, которые могут встречать­
ся в течение исследования гемолиза.

ВНИМАНИЕ — Некоторые используемые методы оценки гемолитического действия изделий предла­
гают допустимый уровень гемолиза, индуцированного материалом, ниже которого риск не существует или 
низок, основываясь на исторически принятых и не валидированных показателях [14J, [17]. [28]. Тем не ме­
нее более высокие приемлемые уровни гемолиза, индуцированного материалом, могут бы ть  обоснованы 
исходя из соответствующего анализа риск/польза.

Исследователи должны отдавать себе отчет в том, что на гемолиз могут негативно влиять химические веще­
ства в медицинских материалах или растворах, которые могут изменять осмотическую резистентность эритроци­
тов (например, отдельные буферы и стабилизаторы, такие как формальдегид или глутаральдегид). вызывать пре­
ципитацию гемоглобина (например, ионы меди или цинка) или изменять спектр абсорбции гемоглобина (например, 
полиэтипенгликоль или этанол) [115], [170].

D.5.1.2 Измерения общей концентрации гемоглобина е крови
Аналитические методы, приведенные в D.5.1.2.1 и D.5.1.2.2. классически применялись для определения об­

щих концентраций гемоглобина (НЬ) в крови [106]. Общая концентрация гемоглобина в крови также может быть 
измерена калиброванными счетчиками клеток крови и гемоглобинометров.

D.5.1.2.1 Гемоглобинцианидный метод
Первый классический метод — цианметагемоглобиновый анализ был опубликован Международным коми­

тетом по стандартизации в гематологии [121]. Цианметагемоглобиновый (гемоглобинцианцд: HiCN) анализ до­
статочно удобен, прост для автоматизации и имеет внутренний стандарт сравнения (HiCN). Метод основан на 
окислении гемоглобина с последующим формированием гемоглобинцианида. который имеет широкий максимум 
поглощения при 540 нм. Применяют лизирующие агенты, такие как детергенты, которые, в дополнение к высвобож­
дению гемоглобина из эритроцита, снижают мутность (источник помехи как ложная поглощаемость при 540 нм) от 
преципитации белка. Для общей концентрации гемоглобина спектральные помехи из-за плазмы минимальны и 
поглощаемость образца может быть напрямую сравнена со стандартным раствором HiCN.

Широкая полоса поглощения (абсорбции) HiCN в этой области позволяет использовать простыв фотометры 
с набором фильтров, а также узкополосные спектрофотометры для ручного или автоматического обнаружения. 
Применение сравнительного стандарта HiCN предоставляет возможность сопоставлять результаты, полученные 
разными лабораториями, использующими этот метод. Главным недостатком является потенциальный риск для 
здоровья при использовании растворов цианида, так как цианореагенты при закислении выделяют HCN. Утилиза­
ция реагентов и отходов также связана со значительными трудностями и затратами.

D.5.1.2.2 Определение гемоглобина по концентрации железа
Второй классический метод определения общей концентрации гемоглобина основан на определении кон­

центрации железа гемоглобина в растворе. Железо сначала отделяют от гемоглобина, как правило, кислотой или 
сжиганием пробы. Затем его титруют с TiCl3 или соединяют с реагентом для окрашивания, интенсивность которого 
может быть измерена фотометрическим методом. Данный способ слишком сложен для обычной работы и редко 
применим.

D.5.1.3 Измерения концентраций гемоглобина в плазме или в супернатанте
Следующие два метода использовались для измерения концентраций гемоглобина в плазме или в суперна­

танте.
D.5.1.3.1 Прямые оптические и дополнительные химические методы
Из-за многих различных факторов (например, традиция, простота применения и утилизация химических от­

ходов. наличие стандартных растворов) существует множество различных способов для измерения гемоглобина 
в плазме в качестве индикатора гемолиза, притом что ни один метод широко не применяют. Методы подразделяют 
на две категории:

- прямые оптические методы, т. е. основанные на измерении пика поглощения оксигемоглобина при 415.541 
или 577 нм напрямую (на фотоколориметре) или по спектрам поглощения в видимой области на спектрофотоме­
тре;

- дополнительные химические методы, т. е. измерение концентрации гемоглобина, основанное на химиче­
ской реакции с реагентами, такими как бензидин-подобные хромогены и перекись водорода, или формировании 
цианмета гемоглобина [109]. Все эти исследования могут быть выполнены вручную или автоматически.

Популярный метод определения концентрации гемоглобина основан на его каталитическом эффекте окис­
ления производного бензидина, такого как тетраметилбензидин. перекисью водорода. Скорость формирования 
окрашенного продукта (обнаруживаемого фотометрически при 600 нм) прямо пропорциональна концентрации ге­
моглобина. Преимуществами этого метода являются простота автоматизации (коммерческое оборудование), ис­
ключение потенциально токсичных и экологически опасных цианореагентов и наличие наборов стандартов гемо­
глобина. калиброванных против основных сравнительных стандартов HiCN. Пределы обнаружения пробы (такие 
низкие, как 5.0 мг/дл) сопоставимы с гемоглобинцианидным методом [106]. Основными недостатками являются 
потенциальный риск для здоровья при использовании бензидиновых красителей и расходы, связанные с утили­
зацией реагентов и отходов. Сообщаемый динамический диапазон этого метода низок (от 5 до 50 мг/дл) [116]. и 
возможное ингибирование реакции (до 40 %) [117] может произойти из-за хелатирующих кальций антикоагулянтов.

35



ГОСТ ISO 10993-4— 2020

например цитратов, оксапатов. ЭДТК [116]. альбумина [104] или других неспецифических компонентов плазмы 
[106], которые могут препятствовать окислению Н20 2.

В связи с этим дополнительным химическим методом допускается заменять прямые оптические методы, 
приведенные в [102]. [105] или [118]. с сопоставимой чувствительностью и воспроизводимостью. Следует учиты­
вать. что невозможно исключить химически индуцированные изменения гемоглобина и его спектров, которые мо­
гут сделать некоторые гемоглобиноеые пробы недействительными. Следует сделать поправки, компенсирующие 
фоновые помехи эндогенной плазмы, так как они также могут изменить спектры гемоглобина [109]. Исследователь 
должен учитывать эти ограничения определения гемоглобина в плазме и удостовериться, что он использует досто­
верную методику [104], [109]. [115]. [170]. Это включает оценку исследуемого супернатанта на наличие преципитата 
и сравнение его оптических спектров (например, от 400 до 700 нм) со спектрами изолированного оксигемоглобина.

D.5.1.3.2 Иммунонефелометричесхий метод
Иммунонефелометрический метод основан на определении гемоглобина плазмы посредством нефеломе­

трии с применением коммерчески доступного антитела. Метод пригоден для обычной работы. Существует хорошая 
корреляция и сопоставимость с оптическими методами [107].

D.5.2 Консервация крови и компонентов крови
В настоящем подразделе приведены сведения о лучших методах сохранения компонентов крови человека, 

продемонстрированных Американской Ассоциацией Банков Крови [99] и Советом Европы [101]. Материалы и МИ 
следует исследовать, используя кровь, биохимическое состояние которой имитирует условия, при которых МИ 
будет функционировать в клинической практике, например надлежащий выбор антикоагулянта, минимальное ис­
пользование консервантов крови и соответствующий pH крови [151]— [156].

Для применения при заборе крови были разработаны растворы антикоагулянтов, которые предотвращают 
свертывание крови и обеспечивают сохранность эритроцитов в течение определенного временного интервала. Все 
эти растворы содержат цитрат натрия, лимонную кислоту и глюкозу; дополнительно некоторые содержат аденин. 
гуанозин. маннитол. сахарозу, сорбитол и/или фосфат, также см. [151]—[156]. Хотя гепарин не применяют для кон­
сервации крови, его часто используют в клинике в качестве антикоагулянта при хирургических вмешательствах.

Свертывание крови предотвращают связыванием цитратом кальция. Эритроциты метаболизируют глюкозу 
во время хранения. Две молекулы аденозинтрифосфата (АТФ) вырабатываются фосфорилированием аденозин- 
дифосфата (АДФ) на каждую молекулу глюкозы, метаболизированную путем цикла анаэробного гликолиза Эмб- 
дена-Мейергофа-Парнаса. Молекулы АТФ поддерживают энергетические потребности эритроцитов для поддержа­
ния упругости мембраны и определенных функций мембранного переноса. При конверсии АТФ в АДФ выделяется 
энергия, необходимая для поддержания этих функций. Для увеличения времени консервации крови следует сни­
зить щелочность срвды добавлением лимонной кислоты к раствору антикоагулянта. Это обеспечивает необходи­
мую высокую концентрацию ионов водорода для консервации эритроцитов при 4 "С. Увеличение кислотности в 
течение консервации снижает скорость гликолиза. Концентрация аденозиновых нуклеотидов (АТФ. АДФ. АМФ) па­
дает со временем консервации, но добавление аденозина к раствору антикоагулянта позволяет синтезировать 
замену АМФ. АДФ и АТФ.

При приготовлении концентратов эритроцитов значительная порция глюкозы и аденина удаляется с плаз­
мой. Достаточная жизнеспособность эритроцитов после удаления плазмы может поддерживаться только для не 
сильно концентрированных суспензий клеток. Нормальные цитрат-фюсфат-декстроза (ЦФД)-аденин концентраты 
эритроцитов не должны иметь объемное содержание эритроцитов более 0.80. Даже если удалено более 90 % 
плазмы, жизнеспособность эритроцитов может поддерживаться введением ряда добавок или суспензионной сре­
ды. Хлорид натрия, аденин и глюкоза необходимы для жизнеспособности, в то время как маннитол или сахароза 
могут быть применены для дальнейшей стабилизации клеточной мембраны и предотвращения гемолиза [99].

Пригодность контейнеров для хранения продуктов крови оценивают различными методами, которые изме­
ряют качество продукта крови [103]. [106]. Контейнер с эритроцитарной массой, содержащей соответствующий 
антикоагулянт, хранят в вертикальном виде при температуре от 1 ®С до 6 "С при статических условиях. Через 
определенные интервалы измеряют количество свободного гемоглобина плазмы для оценки жизнеспособности и 
качества сохраняемого продукта. Качество сохраняемого продукта может быть улучшено осторожным перемеши­
ванием раз в неделю. Сохранность продукта в контейнере косвенно свидетельствует о проницаемости контейнера 
для выделяющегося в результате метаболизма эритроцитов двуокиси углерода при отсутствии других мешающих 
факторов.

D.5.3 Защита персонала при работе с кровью
Должны быть утверждены соответствующие инструкции, регламентирующие работу и защиту персонала, 

получающего, обрабатывающего и работающего с  потенциально зараженной кровью человека. Потенциально за­
раженные материалы включают кровь и другие физиологические жидкости, продукты, оборудование, бывшее или 
имеющее контакт с кровью или другими физиологическими жидкостями и материалами, используемыми при куль­
тивировании организмов, вызывающих инфекции, переносимые с кровью [114].

D.5.4 Забор крови из вены пациента (флеботомия)
Невозможно гарантировать 100 %-ную стерильность поверхности кожи при флеботомии, поэтому необхо­

дима стандартизованная процедура подготовки области прокола вены. Следует дать антисептическому раствору 
высохнуть на поверхности кожи до венепункции и убедиться, что никакого дальнейшего контакта не произошло с 
поверхностью кожи до введения флеботомической иглы [99].
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Система закрытых контейнеров (т. е. не содержащая комнатного воздуха) предпочтительна для забора кро­
ви во избежание микробной контаминации. Проколы иглы в резиновой пробке флакона с образцом должны быть 
полностью закрыты после удаления иглы, иначе частичный вакуум, созданный после охлаждения крови, может 
втянуть загрязненный воздух [99].

П р и м е ч а н и е  — Использование вакуумной пробирки может потенциально вызвать легкий гемолиз 
[125J-I127],

Кровь, собранная в открытой системе, может быть загрязнена воздействием комнатного воздуха и не счита­
ется стерильной. Микробная контаминация является известной причиной гемолиза.

D.5.5 Выбор вида
Исследование гемолиза следует проводить на эритроцитах человека. Несколько факторов могут затруднить 

этот выбор или сделать его невозможным. В некоторых странах запасы крови человека ограничены и должны со- 
хранягься для трансфузий человеку. Следует учитывать критерии здоровой донорской крови человека и животных. 
Кровь имеет ограниченный «срок хранения», и гложет быть затруднено получить клетки крови человека в заданное 
время. Для эритроцитов животных следует учитывать разницу в стабильности мембран клеток разных видов, что­
бы обеспечить 100 %-ный гемолиз при получении общего количества гемоглобина, содержащегося а эритроцитах. 
Отрицательные контроли должны вызывать минимальный гемолиз, чтобы не маскировать активность тестируемо­
го материала. Выявлено, что эритроциты кролика и человека имеют сходные гемолитические свойства, в то время 
как эритроциты обезьяны более чувствительны, а эритроциты морской свинки — менее чувствительны к внешним 
воздействиям [95]—[98]. [123].

D.5.6 Оценка степени гемолиза при контакте изделия/материала с кровью  или ее компонентами 
in  vitro, ex vivo  и in  vivo

Величина гемолиза гложет быть оценена при контакте материалов или изделий с кровью методами in vitro, 
in vivo и ex vivo. Методы in vitro используют при исследовании материалов и изделий, методы ex vivo и in vivo — для 
оценки изделий, которые могут содержать более одного материала.

Возможны оценки in vivo и ex vivo в моделях на животных или при клинических исследованиях.
Необходимо обоснование для любого из следующих планов исследования. В первом случае исследуемое 

изделие сравнивают с коммерчески доступными изделиями с известными допустимыми уровнями гемолиза. Во 
втором случае объект исследования оценивают на предмет клинически значимых последствий гемолиза.

Целью испытаний in vivo или ex vivo является характеристика гемолитического потенциала МИ. Предвари­
тельные тесты in vitro допускается проводить с  использованием свежей или просроченной крови человека или 
животных. Для МИ. предназначенных для применения ex vivo, общей практикой является рециркуляция крови 
через изделие в условиях, имитирующих клинические, но преднамеренно в более жестких условиях относительно 
условий его нормального функционирования (например, наивысшая скорость кровотока). Для некоторых МИ да­
лее проводят модельные эксперименты ex vivo на животных или ограниченные контролируемые исследования на 
человеке. Дизайн этих исследований зависит от размера МИ и его функционального назначения.

D.5.7 Прямой контакт по сравнению с непрямыми методами
Необходимые условия экстракции установлены в ISO 10993-12. Некоторые методы требуют прямого кон­

такта МИ с эритроцитами, в то время как другие описывают приготовление экстракта, который затем вносят в 
суспензию эритроцитов. Выбор испытания должен быть основан на самом изделии и условиях его применения. 
Если изделие применяют при повышенных температурах, то следует проводить экстракцию при условиях, установ­
ленных ISO 10993-12.
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Приложение Е 
(справочное)

Система комплемента. Методы исследования

Е.1 Исходные данные
Активацию системы комплемента связывают с наблюдаемыми в некоторых случаях в клинической практике 

отрицательными реакциями при экстракорпоральных методах лечения, особенно при гемодиализе (129)—{132] и 
искусственном кровообращении (133)— (136). Как правило, при такой терапии применяют МИ с большими площа­
дями поверхности контакта с кровью и относительно короткими периодами контакта. Активация комплемента, как 
правило, происходит на ранней стадии, вскоре после контакта крови с поверхностью МИ: до сих пор нет сообщений 
о ее активации на поздних сроках контакта. Выявлено, что активация системы комплемента при контакте крови 
с материалом/МИ обусловлена адсорбцией целого ряда белков плазмы, включая ключевые белковые компонен­
ты системы комплемента СЗ и СЗЬ (СЗЬВЬ. СЗЬ СЗЬ ВЬ соответственно: см. рисунок В.2). Белок конвертазы С5 
катализирует расщепление С5, приводящее к выработке С5а и С5Ь. Белок С5а является известным эффектором 
опосредованной рецепторами активации нейтрофилов и моноцитов, а фрагмент С5Ь — признанным начальным 
компонентом комплемента, участвующего в формировании мембраноатакующего комплекса (МАК) комплемента, 
который связывается с клетками крови, что приводит к их активации и/или лизису. Лейкоциты могут взаимодейство­
вать с фрагментами СЗ и С4 при их адсорбции на поверхности материала с последующей адгезией к поверхности 
и активацией клеток. Активация нейтрофилов и моноцитов, формирование и активность МАК. адгезия и активация 
лейкоцитов на поверхности материалов являются причиной архетипической патофизиологии, наблюдаемой при 
клиническом применении изделия с большой площадью поверхности (136). В (138) приведена критическая роль 
фрагмента С5а как медиатора во многих из этих отрицательных реакций. Дозозависимые ответы, идентичные 
ответам при настоящем диализе, наблюдались в имитированном гемодиализе и инфузии очищенного С5а. Даль­
нейшие исследования в этой области показали, что материалы, поверхности которых являются сильно нуклео­
фильными (гидроксил- и аминсодержащими), имеют наибольшую способность к активации комплемента, а раз­
личные изменения поверхности, которые уменьшают ее элвктроноизбыточность/нуклеофильность, значительно 
нивелируют классические клинические проявления активации системы комплемента. Данный вывод поддержива­
ется другими исследователями, изучающими взаимоотношение активации комплемента материалами для МИ и 
биологического ответа на чужеродную поверхность (136). (137).

Вывод о том. что гидроксил- и аминсодержащие группы на поверхности МИ при контакте с кровью приво­
дят к активации системы комплемента, стимулировал разработку новых материалов, в которых этих химических 
групп не было или они были заблокированы. Подобное изменение химических свойств поверхности материалов 
существенно уменьшило активацию комплемента для МИ с большей площадью поверхности и кратковременным 
контактом. Такое внимание к активации комплемента МИ с большой площадью контакта с кровью послужило сти­
мулом для разработки методов модифицирования для снижения активации системы комплемента для всех МИ. 
вне зависимости от их площади поверхности и длительности контакта с кровью. В настоящее время рабочая груп­
па (the Working Group) не выявила каких-либо научных работ или клинических отчетов об отрицательных событиях, 
связанных с активацией системы комплемента МИ средней и малой площадью поверхности. Таким образом, в 
настоящее время отсутствуют соответствующие новые ссылки, которые связывают активацию комплемента и по­
следующие отрицательные реакции пациента при контакте крови с МИ в зависимости от площади поверхности. 
Следует отметить, что при применении МИ наблюдаются классические анафилактические реакции. Причиной этих 
реакций скорее являются используемые препараты, чем МИ или материалы изделия (139)—(142). Некоторые лож­
ные выводы об активации системы комплемента с исследуемыми МИ могли возникнуть в результате таких отчетов 
[1431.

Как и при оценке активации системы свертывания крови, процессов тромбообразования и активации тромбо­
цитов. существует несколько методов молекулярной биологии (например. ИФА) для мониторинга уровня актива­
ции пути комплемента в крови. Примеры белков комплемента, для которых существуют коммерчески доступные 
комплекты ИФА. включают, но не ограничиваются фрагментами СЗа. С5а и SC5b9. Несмотря на сильную связь 
опосредованной комплементом патофизиологии с фрагментом С5а, классическое исследование комплемента 
сконцентрировалось на оценке фрагмента компонента СЗа и комплекса SC5b9. Совокупно с этими возможностями 
существуют методы оценки связанных с активацией системы комплемента ответов, таких как адгезия лейкоцитов 
(используя РЭМ) и активация лейкоцитов (например, используя биопробы для оценки высвобождения эластазы из 
полиморфоядерных лейкоцитов (ПМЯ)).

Е.2 Исследования активации комплемента и документация (рекомендуется при составлении отчета
о результатах исследования комплемента в научных или нормативных целях)
Общие методы и документация, используемые при исследовании активации системы комплемента методом 

ИФА. приведены в В.4.
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Как и другие биологические реакции, такие как активация белков свертывающей системы крови, активация 
компонентов системы комплемента, как правило, состоит из фазы инициации, развития и окончания [56], [57]. 
[137]. Это отражает начальные реакции формирования конвертазы СЗ и С5. амплификацию каскада обратной свя­
зи и период замедления/деактивации. когда критичные прекурсоры могут быть израсходованы или активирован­
ные белки могут потерять активность из-за короткого периода полураспада или деактивации посредством белков 
обратной связи отрицательного контроля. Так. ожидаются различия в уровнях белков комплемента в порядке их 
каскадной активации. Как следствие конкретная фаза каскадной активации системы комплемента во время непо­
средственного контакта материала|'изделия с кровью является важным фактором. То есть влияние исследуемых 
материалов на активацию системы комплемента при инкубации с кровью гложет быть достаточно различным для 
каждой из фаз. Кроме того, так как активация комплемента в основном пропорциональна площади поверхности, 
контактирующей с кровью, площадь поверхности (ПП) изделия или материала изделия может сильно влиять на 
результаты измерений. По этой причине значение экспозиционной дозы — отношение ПП к обьему крови (цельной, 
плазмы или сыворотки) должно быть приведено в каждом исследовании. Если допустимо, значение экспозици­
онной дозы может варьироваться для понимания специфичности эффекта материала. Значения экспозиционной 
дозы от 3.0 см2 до 6.0 см2/мл крови (основываясь на толщине изделия) соответствуют значениям, установленным 
в ISO 10993-12. Другие значения экспозиционной дозы, такие как больше данного отношения в 1.5 и 2.0 раза, допу­
скается использовать, так как более высокие значения площади поверхности теоретически увеличат чувствитель­
ность ответа на исследуемый материал.

П р и м е ч а н и е  — Существует физическое ограничение на количество тестируемого материала, которое 
может быть испытано, что связано с объемом тест-системы, например пробирки и заданного значения экспозици­
онной дозы.

Е.З Методы исследования активации системы комплемента
Анализ существующих многочисленных методов для оценки активации системы комплемента в исследова­

тельских лабораториях показал, что наибольшее распространение получило использование коммерческих тест- 
наборов. Тем не менее установлен ряд различий между лабораторными методами, которые перечислены ниже.

a) Кровь и антикоагулянты: кровь, используемая для инкубации с исследуемым материалом, значитель­
но различалась между лабораториями. Например, использовали коммерчески доступную сыворотку человека, 
свежую и замороженную цитратную плазму человека, свежую сыворотку и свежую гепаринизированную цельную 
кровь человека. Влияние этих различных биологических сред на результаты активации комплемента не исследова­
но. за исключением применения ЭДТК/EDTA в качестве антикоагулянта. Хорошо известно, что активация компле­
мента классическим путем зависит от содержания кальция, а альтернативным путем — от магния. Таким образом, 
применение мощных хелаторов кальцил'магния. таких как ЭДТК. свяжет свободный кальций и магний и отключит 
активацию комплемента, что сделает большинство измерений с использованием этих антикоагулянтов близкими к 
базовым уровням белков комплемента.

Учитывая вышесказанное, в настоящее время нет стандартов для крови или препаратов крови для приме­
нения в испытаниях на комплемент. Тем не менее при использовании сыворотки сыворотка должна быть функцио­
нально ингактна и сохранять способность к активации комплемента. Если используют цельную кровь или плазму, 
следует тщательно выбирать такой тип антикоагулянта, который не ингибирует или не стимулирует активацию 
системы комплемента, индуцированную изделием.

b ) Отношение площади поверхности исследуемого объекта к обьему крови (цельная, плазма или сыворот­
ка): в ряде лабораторий используют значение отношения площади к обьему крови (цельной, плазмы или сыворот­
ки). рекомендуемое ISO 10993-12 для экстракта. Некоторые лаборатории не уточняют это значение и/или применя­
ют. в зависимости от вида материала/МИ. различные значения. Так как на активацию комплемента влияет площадь 
поверхности (ПП). то стандартизированные и записанные в отчете значения ПП важны для межлабораторных и 
внутреннего контролей результатов и их интерпретации.

c) Применение контролей: использование полимерных материалов в качестве отрицательного (таких, как 
полипропилен, полиэтилен) и положительного (например, латекс или ацетат целлюлозы) контролей, относитель­
но правомочно. Использование жидких отрицательного (раствор солей) и положительного (компонент яда ко­
бры) контролей не корректно. Использование отрицательного и положительного контролей. предоставляемых в 
коммерчески доступных комплектах, относительно правомочно.

d) Активация комплемента МИ. контактирующими с кровью, признана феноменом поверхности. В связи с 
этим исследование с экстрактом МИ не является допустимым. Исследование активации комплемента МИ/материа- 
лом всегда следует проводить методом прямого контакта с кровью или ее компонентами. Материал отрицательного 
контроля, такой как полиэтилен (ПЭ). должен быть включен в исследование вместе с материалом положительного 
контроля, таким как немодифицированная целлюлоза, например Cuprophan2* (если доступен). Соответственно, 
применение жидкого отрицательного контроля, такого как раствор солей, не является подходящим отрицатель­
ным контролем для тестирования активации комплемента поверхностью МИ. С другой стороны, мощный жидкий

2> Cuprophan является примером коммерчески доступного продукта. Эта информация приводится для удоб­
ства пользования настоящим стандартом и не является поддержкой ISO указанного продукта.
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активатор комплемента, такой как компонент яда кобры, может быть использован для демонстрации работы тест- 
системы при условиях данного эксперимента.

е) Подготовка калибровочной кривой/разведения: лаборатории использовали различные разбавления стан­
дарта для выработки стандартной кривой, которая охватывает большинство уровней исследуемых и контрольных 
образцов. Например, в зависимости от активности комплемента используют разбавления 1:100. 1:200. 1:1000 и 
1:10 000. Самым важным фактором является то. что все образцы в итоге находятся между низким и высоким по­
казателями активности системы комплемента на калибровочной кривой.

0  Время инкубации для исследуемых объектов и контролен: время инкубации образцов материалов с 
кровью (плазмой, сывороткой) различалось между лабораториями и составляли 60.90 или 30. 60 и 90 мин.

д) Время инкубации после добавления хромогенного субстрата: в отчетах приведены значения от 15 до 
30 мин.

h) Оценка исследуемого образца: метод оценки, используемый в лабораториях (получен положительный 
или отрицательный результат), был различен. Большинство лабораторий проводили сравнительный статистиче­
ский анализ результатов исследуемого образца с положительными и отрицательными контропями полимерных 
материалов и/ипи жидкими контролями. Некоторые лаборатории включали сравнение с историческимя/существу- 
ющими значениями с результатами для изделия-аналога и/ипи особую математическую формулу, включающую 
отрицательные и положительные контроли как часть конечной оценки.

Не существует установленного критерия приемлемого уровня активации комплемента изделием для при­
нятия решения его клинического применения. Включение коммерческого изделия как образца сравнения при ис­
следовании активации системы комплемента исследуемым изделием/материапом будет полезным для интерпре­
тации полученных результатов. Результаты, полученные для комрлерческих изделий, могут быть использованы для 
оценки клинической пригодности исследуемого МИ.

Если МИ сравнения не продается легально в данном регионе, в котором осуществляют регистрацию ис­
следуемого изделия, то местные регулирующие органы могут затребовать проведение исследования этого МИ 
сравнения вместе с регистрируемым МИ.
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Приложение F 
(справочное)

Менее распространенные методы лабораторных исследований

F.1 Общие положения
Настоящее приложение и таблица F.1 описывают методы исследований, которые применяли в основном 

для оценки взаимодействия МИ/материала с кровью, но их широко не использовали для целей регистрации МИ. 
Методы исследований представлены в справочных целях с оговоркой, что они не могут быть стандартизированы 
или коррелированны с их клиническим применением. Так как стратегия доклинической оценки биологической без­
опасности МИ должна быть концентрирована на применении наиболее значимых и широко принятых методов 
тестирования (см. приложение В), рекомендуется проявлять осторожность при включении каких-либо методов из 
приложения F в регистрационные заявки. Методы лабораторных исследований, которые не рекомендуется при­
менять. приведены в приложении G.

Т а б л и ц а  F.1 — Менее распространенные методы лабораторных исследований для оценки взаимодействия МИ 
с кровью

Категории исследований3

Тромбоз Снижение потока, гравиметрический анализ, перепад давления в изделии, ана­
лиз адсорбированного белка, методы визуализации

Тромбоз in vitro

Активация системы 
свертывания крови

Генерация тромбина с использованием хромогенных субстратов, продукты де­
градации фибриногена и фибрина (ПДФ). D-димер

Тромбоциты Оценка количества адгезированных тромбоцитов, метод проточной цитомв- 
трии для исследования активации тромбоцитов, формирование микрочастиц 
тромбоцитов, гамма-визуализация тромбоцитов, меченных радиоизотопами, 
агрегация тромбоцитов

Гематология Проточная цигомегрия. активации лейкоцитов, оценки адгезии клеток крови, 
комплексы тромбоцит-лейкоцит (PLC)

Система комплемента Концентрация компонентов ВЬ. СЗЬВЬ, С5а

а Из-за биологической вариативности крови и технических ограничений точность и информативность мно­
гих из этих исследований, которые наиболее часто используют в научных целях, требуют тщательного внимания 
к методологии и осторожности при интерпретации результатов.

F.2 Тромбоз
F.2.1 Снижение потока крови
Параметры потока (скорость или обьем) измеряют после определенного интервала времени испытания из­

делия. Измерения допускается выполнять как во время проведения эксперимента, так и до и после его окончания. 
Обоснование и интерпретация результатов в соответствии с В.2.1.

F.2.2 Гравиметрический анализ (масса тромба)
Измерение проводят после удаления МИ с места имплантации. Обоснование и интерпретация результатов 

представлены в В.2.1. Разница между массой реимплантированното (после удаления) МИ и его массой до имплан­
тации может отразить количество образовавшегося тромба. Следует учитывать, что не вся разница в массе может 
быть массой образовавшегося тромба.

F.2.3 Перепад давления в изделии
Перепад давления в МИ измеряют до и после исследования.
F.2.4 Анализ адсорбированного белка (метод связывания антител)
Адсорбция белка на исследуемые материалы или изделия, которая происходит сразу после контакта с 

кровью; например, первый слой или поверхностный слой при достижении равновесия считают потенциально вли­
яющим на функционирование изделия и/или результат его клинического применения. После качественной микро­
скопической оценки образования фибрина и отложения тромбоцитов на поверхности материалов возможна ко­
личественная оценка адсорбированного белка путем измерения количества меченых антител, специфических к 
таким белкам, как фибриноген или рецепторы мембраны тромбоцита. После контакта с кровью материалы сначала
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отмывают физиологическим раствором для удаления слабо адсорбированных белков и компонентов крови. Затем 
поверхность материалов или экстракты с поверхностей инкубируют с мечеными антителами для качественного 
или количественного анализа. Дополнительно возможно измерение общего количества адсорбированного белка 
напрямую без использования антител [164J. [181]—[183].

F.2.5 Методы визуализации. Ангиография, внутрисосудистый ультразвук, доплеровский ультразвук, 
КТ и МРТ

Возможен выбор среди этих методов для определения проходимости или степени сужения имплантата или 
кондуита и для обнаружения отложения тромба на изделиях во время их функционирования in vivo.

F.3 Свертывание крови
F.3.1 Оценка образования тромбина с использованием хромогенных субстратов
В присутствии фосфолипидов материалы, находящиеся в контакте с интактной системой свертывания кро­

ви. будут инициировать генерацию тромбина, который возможно измерить конверсией хромо генного субстрата 
[61]—[63].

F.3.2 Продукты деградации фибриногена и фибрина (ПДФ)
При нормальном физиологическом фибринолизе продуцируется ПДФ X, Y. С. D и Е в концентрациях менее 

2 мг/мл плазмы. Как правило, низкий уровень ПДФ поддерживается низкой скоростью реакции деградации и высо­
кой скоростью выведения ПДФ из кровообращения. В результате повышенной активации плазминогена при пато­
логической деградации фибрина и фибриногена образуется ПДФ от 2 до 40 мг/мл или более [64]. Исследование в 
основном полезно для оценки гемосоеместимости имплантируемых МИ. Рекомендуется применять коммерчески 
доступные методы, такие как ИФА.

При дисфибриногенемии. афибриногенемии и гипофибриногенемии наблюдается увеличение значений ПВ. 
ЧТВ и ТВ [45].

F.3.3 О-димер
Повышенный уровень D-димера указывает на активацию механизма свертывания крови. D-димеры являют­

ся продуктами деградации плазмином перекрестно-связанного фибрина FXIII (коагуляция и фибринолиз). Реко­
мендуется применение ИФА и'или пробы РИА дгтя количественного измерения данных белков [65], [66].

F.4 Тромбоциты
F.4.1 Оценка адгезии тромбоцитов
Адгезия клеток крови [167] является измерением гемосоеместимости материала при рассмотрении в сочета­

нии с дистальной эмболизацией или признаками активации одного или более гематологических факторов.
Разработаны различные методы для измерения адгезии клеток на поверхности, например К-баллы Куники 

[75]. Большинство из методов основаны на том. что определенная часть тромбоцитов удаляется из нормальной 
цельной крови в результате прохождения ее через колонку со стеклянными шариками при контролируемых усло­
виях потока или давления.

Альтернативным методом является прямой подсчет адгезированных на поверхности тромбоцитов. После 
контакта с кровью или плазмой, обогащенной тромбоцитами, при стандартизированных условиях тестируемую по­
верхность отмывают от неадгезированных клеток, фиксируют и готовят для световой микроскопии или РЭМ. Под­
считывают количество адгезированных тромбоцитов на единицу площади с анализом их морфологии (например, 
количество распределения, степень формирования агрегата). В качестве альтернативы допускается использовать 
тромбоциты, заранее меченные 51Сг или 111 In [70] — [73]. Выявлено, что альтернативный неизогопный метод, ЛДГ 
и методы кислой фосфатазы, которые оценивают активность ферментов в целом, после лизиса адгезированных 
тромбоцитов тоже являются ценными инструментами для исследования процессов адгезии тромбоцитов на по­
верхности [83]. [84].

F.4.2 Анализ активации тромбоцитов методом проточной цитометрии
Применение ряда МИ может привести к активации тромбоцитов или появлению микрочастиц тромбоци­

тов [173]. Маркеры поверхностной активации тромбоцитов оценивали проточной цитометрией на экспрессию 
Р-селектина (ГМП-140) или экспрессию активированного гпикопротеина lb и НВЛНа, используя моноклональные 
антитела. Различные эпитопы активированных тромбоцитов распознают методом проточной цитометрии. исполь­
зуя два антитела: одно специфичное к тромбоцитам (т. е. ГТ1 lb или ГП llb/llla) и другое специфичное к активации 
тромбоцитов (Р-селектин) [69].

F.4.3 Гамма-визуализация радиомеченых тромбоцитов
Сильное гамма-излучение 111 In позволяет использовать его для визуализации тромбоцитов [46], [47], [50], 

[72]. Методом определяют распределение адгезированных тромбоцитов и их число на поверхности. Метод приме­
няют для исследования МИ, присоединяемых извне, и имплантируемых МИ.

F.4.4 Агрегатометрия
Агрегация тромбоцитов [74] индуцируется добавлением агентов (например. АДФ, эпинефрин. коллаген и 

тромбин), вызывающих индуцированную агрегацию, к плазме, обогащенной тромбоцитами (ПОТ), при непрерыв­
ном ее перемешивании. По мере агрегации тромбоцитов и седиментации их агрегатов плазма постепенно ста­
новится прозрачнее. Оптическую систему (агрегометр тромбоцитов) применяют для обнаружения изменений в 
светопропускании, а записывающее устройство графически записывает изменение интенсивности проходящего
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света по сравнению с исходным значением. Замедленная или сниженная агрегация тромбоцитов может быть вы­
звана активацией тромбоцитов и высвобождением тромбоцитарных гранул, повышенным АДФ или некоторыми 
лекарствами (например, ацетилсалициловой кислотой или нестероидными противовоспалительными средства­
ми). Интенсивность индуцированной агрегации тромбоцитов зависит от вида животных вплоть до ее отсутствия. 
Спонтанная агрегация тромбоцитов, проходящая без добавления агонистов, является абнормальным явлением, 
указывающим на активацию тромбоцитов. Агрегаты тромбоцитов могут быть обнаружены методом WU/HOAK [79].

F.5 Гематология
F.5.1 Состояние и морфология лейкоцитов
Степень активации лейкоцитов измеряют методом проточной цитометрии по увеличению маркеров лейкоци­

тов. таких как L-селектин и CD 11Ь. и по изменению количественного распределения в субпопуляциях лимфоцитов. 
Допускается оценивать активацию лейкоцитов по морфологическим изменениям, которым лейкоциты подвергают­
ся при активации на поверхности МИ. Как правило, для этого применяют метод РЭМ [173].

F.5.2 Оценки адгезии клеток крови
Адгезия клеток крови [167] при комбинированном исследовании с процессами эмболизации дистальных ор­

ганов или признаками активации одного или более гематологических факторов является одним из показателей 
гемосовместимосги материала/изделия. С использованием такого метода [167] было установлено, что адгезия вы­
деленных из крови периферических лимфоцитов собаки и полиморфоядерных лейкоцитов к стеклянным шарикам, 
покрытым поли(гидроксиэтилметакрилатом) (рНЕМА). ниже, чем к шарикам, покрытым полистиролом и некоторы­
ми другими полимерами.

F.5.3 Комплексы тромбоцит-лейкоцит (PLC)
Образование комплексов PLC может быть измерено методом проточной цитометрии, и их количество может 

служить индикатором активации лейкоцитов и тромбоцитов после контакта МИ и материалов [85].

F.6 Система комплемента
F.6.1 Оценка активации комплемента по фрагментам ВЬ, СЗЬВЬ и С5а
Из этих трех белков компонентов комплемента фрагмент С5а считают одним из наиболее критичных факто­

ров комплемента при активации комплемента во время контакта изделия с кровью [145]. Тем не менее рутинный 
тест на наличие С5а не является необходимым, учитывая низкую чувствительность коммерчески доступных на­
боров ИФА для обнаружения данного белка от vitro.
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Приложение G 
(справочное)

Методы лабораторных исследований, не применяемые 
в доклинической оценке биологической безопасности медицинского изделия

G.1 Общие положения
Методы лабораторных исследований, сведения о которых приведены в таблице G.1 ив  настоящем приложе­

нии, регулирующие органы не применяют или не признают применяемыми в доклинической оценке биологической 
безопасности МИ. контактирующего с кровью. Данные методы считают устаревшими или недостаточными'непри- 
менимыми для доклинической оценки МИ.

Т а б л и ц а  G.1 — Методы лабораторных исследований, не применяемые в доклинической оценке биологической 
безопасности МИ

Категории исследований

Гемосовместимость in vitro

Свертывание крови АЧТВ. ПВ и ТВ

Тромбоциты Время кровотечения, период жизни тромбоцитов (время выживания)

Гематология Подсчет ретикулоцитов

Система комплемента СН-50, конвертаза СЗ. конвертаза С5

G.2 Свертывание крови
G.2.1 Активированное частичное тромбопластиновое время, протромбиновое время и тромбиновое 

время
Данные методы применяют для определения нарушения в системе свертывания крови, связанного с абнор- 

мальными уровнями факторов свертывания крови у пациента.
Различные активирующие вещества для определения АЧТВ, ПВ и ТВ, например каолин или цеолит, доступ­

ны коммерчески. Тесты АЧТВ. ПВ не применяют при оценке in vitro тромбогенных свойств МИ. потому что активиру­
ющие вещества маскируют какую-либо активацию, вызванную МИ или его составляющими материалами.

В связи с этим активирующие агенты, как правило, не применяют при оценке гемосовместимости МИ и>'или 
материалов.

G.3 Тромбоциты
G.3.1 Время кровотечения
Коммерческая доступность стерильного одноразового устройства, предназначенного для осуществления 

разреза кожи стандартной глубины и длины при стандартных условиях, значительно повысила воспроизводи­
мость и достоверность результатов испытания по определению времени кровотечения [67]. Увеличение времени 
кровотечения указывает на снижение функций тромбоцитов или количество тромбоцитов: последнее может быть 
определено отдельно. Увеличение времени кровотечения в сочетании с нормальным количеством тромбоцитов 
наблюдалось при применении МИ. присоединяемых извне, с ограниченным временем функционирования (напри­
мер. искусственное кровообращение) [158). Для проведения испытания допускается использовать лабораторных 
животных. Возможно измерение времени кровотечения in vitro. Данный метод не используют для исследования 
гемосовместимых свойств МИ.

G.3.2 Время жизни тромбоцитов
Для определения времени жизни тромбоцитов их выделяют из крови пациента и метят 51 Сг или 111 In [46],

[15]. [72], [148]. Данные изотопы (летят все тромбоциты, присутствующие в образце крови, независимо от их време­
ни жизни, изотопы достаточно крепко связаны с тромбоцитами, поэтому они не захватываются другими клетками 
и не участвуют повторно во время тромбообразования. Изотоп 111 In имеет преимущество как сильный гамма-ис­
точник. что позволяет метить меньшее число тромбоцитов и упрощает подсчет количества локальных отложений 
тромбоцитов с одновременным измерением времени жизни клеток. Укороченный период жизни тромбоцитов ука­
зывает на ускоренное их удаление из кровообращения посредством иммунных, тромботических или других про­
цессов. Даннов испытание не рекомендуется применять для доклинической оценки МИ. контактирующих с кровью.
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G.4 Гематология
G.4.1 Количество ретикулоцитов
Увеличенное количество ретикулоцитов в пробе крови указывает на повышенное образование эритроцитов 

в костном мозге. Это может быть в ответ на снижение массы эритроцитов, вызванное хронической кровопотерей 
(кровотечением), гемолизом или другими механизмами [55], [77], [111]. Данный тест не применяют при оценке МИ 
и/или материалов, контактирующих с кровью.

G.5 Система комплемента
G.5.1 Оценка активации комплемента СН-50, конвертазы СЗ, конвертазы С5
Снижение значения СН-50 является индикатором общей активации системы комплемента. Повышенные 

уровни любого из компонентов системы комплемента указывают на активацию системы комплемента. Некоторые 
материалы активируют комплемент, а активированные компоненты комплемента, в свою очередь, активируют лей­
коциты, что приводит к их агрегации и секвестрации в легких [129], [130]. [132]. [137].

Измерение in vitro продуктов расщепления компонентов системы комплемента имеет недостаток из-за ви- 
доспецифичности системы комплемента и высоких нормальных концентраций фрагментов компонентов. Класси­
ческий метод СН-50 рекомендуется выполнять с использованием сыворотки человека, теленка, свиньи и кролика.

Другим функциональным методом измерения активации комплемента in vitro является генерация СЗ- или 
С5-конвертазы комплемента, определяемой по конверсии субстрата. Также существуют коммерчески доступные 
комплекты ИФА для ключевых компонентов комплемента.

Данные испытания, как правило, применяют для оценки активации системы комплемента при контакте МИ 
с кровью.
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Приложение ДА 
(справочное)

Сведения о соответствии ссылочных международных стандартов 
межгосударственным стандартам

Т а б л и ц а  ДАЛ

О бозначение международного 
стандарта

Степень
соответствия

О бозначение и наименование 
м еж государственного стандарта

ISO 10993-1 ЮТ ГОСТ ISO 10993-1— 2011 «Изделия медицинские. Оценка био­
логического действия медицинских изделий. Часть 1. Оценка и 
исследования»

ISO 10993-12 ЮТ ГОСТ ISO 10993-12—2015 «Изделия медицинские. Оценка био­
логического действия медицинских изделий. Часть 12. Приготов­
ление проб и контрольные образцы»

П р и м е ч а н и е  —  В настоящем стандарте использовано следующее условное обозначение степени 
соответствия стандартов:

- ЮТ — идентичные стандарты.
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