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В статтi обґрунтовано оптимальну лiкарську 
форму алергену гриба Candida albicans. 

При розробцi складу розчину алергену прове-
денi дослiдження з вивчення впливу на його 
активнiсть допомiжних речовин: розчинникiв, 
консервантiв та детергентiв. Визначено склад 
нового алергену грибiв Candida albicans для ви-
явлення кандидамiкозiв. 
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ВСТУП
Досвiд створення та використання алер-

генiв у свiтовiй практицi почався з момен-
ту вiдкриття феномену Коха. Але, не дивля-
чись на це, науковi дослiдження зi створення 
та вдосконалення iмунологiчних препаратiв 
для алергодiагностики у вiтчизнянiй та свi-
товiй практицi майже не вiдбуваються, при 
тому що алергени являються важливою скла-
довою частиною комплексної дiагностики [6]. 
Сьогоднi в Українi не випускається жодного 
алергодiагностичного тесту для виявлення па-
цiєнтiв зi скритою формою кандидамiкозу, якi 
потребують протигрибкової терапiї.

Тому розробка алергену для iмунодiагнос-
тики кандидозної iнфекцiї є нагальним питан-
ням вiтчизняної фармацевтичної технологiї 
лiкiв та бiотехнологiї. Необхiдно вiдзначити, 
що пошук специфiчно активних речовин, об-
рання допомiжних речовин та розробка тех-
нологiї виробництва — ось головнi напрямки у 
створеннi та розширеннi номенклатури вiтчиз-
няних алергодiагностичних препаратiв. Важ-

ливе значення має вибiр оптимального виду та 
складу лiкарської форми для гарантування без-
печностi, високої терапевтичної ефективностi 
[3]. А основна задача бiофармацiї в техноло-
гiї лiкiв — максимальне пiдвищення терапев-
тичної ефективностi дiючих речовин та макси-
мальне зниження можливої побiчної дiї [7].

З урахуванням вищевикладених технологiч-
них вимог на кафедрi мiкробiологiї, вiрусологiї 
та iмунологiї Нацiонального фармацевтичного 
унiверситету була одержана субстанцiя алерге-
ну гриба Candida albicans [4, 5]. Алерген гриба 
Candida albicans можливо випускати в заводсь-
ких умовах як у лiофiльнiй формi, так i у формi 
розчину. Лiофiльна форма найдовше зберiгає 
активнiсть алергену [6], але вона має багато не-
долiкiв [9]. Необхiдно зазначити, що кiлькiсть 
дiючих речовин алергену дуже незначна — 5 
мкг/мл, i в такому випадку в процесi лiофiльної 
сушки необхiдно вводити додатковi наповню-
вачi, якi можуть значно впливати на iмунну ре-
акцiю органiзму пацiєнтiв та хибити результа-
ти алерготесту [6, 8]. Лiофiльний алерген легко 
розчиняється у водi та сольових розчинах, але 
частина алергену випадає в осад. Незалежно 
вiд концентрацiї дiючих речовин алергену та 
тривалостi зберiгання кiлькiсть осаду складає 
приблизно 10%, незалежно вiд препарату, що 
також є недолiком лiофiльної форми [6].

Враховуючи вищезазначенi недолiки лiо-
фiльного препарату алергену, було вирiше-
но розробити алерген гриба Candida albicans у 
формi розчину, який не має подiбних недолiкiв 
та значно простiший при застосуваннi спожи-
вачами, що надає цiй лiкарськiй формi певнi пе-
реваги. 

Метою дослiдження було експериментальне 
обґрунтування складу алергену гриба Candida 
albicans у формi розчину для iмунодiагностики 
кандидозної iнфекцiї.
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МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Об’єктом дослiджень були зразки субстан-
цiї алергену гриба Candida albicans, яку отри-
мали за наступною схемою. Культуру гриба 
Candida albicans штаму ССМ 885-653 висiвали 
в пробiрки з агаром Сабуро та культивували в 
термостатi при температурi 28-30°С протягом 
48 год. Отриману культуру змивали iзотонiч-
ним 0,9% розчином натрiю хлориду та висiва-
ли в матраци з агаром Сабуро. Далi проводили 
культивування в термостатi при температурi 
28-30°С протягом 12 дiб. Одержану культу-
ру змивали iзотонiчним 0,9% розчином натрiю 
хлориду. Клiтини гриба вiддiляли вiд розчину 
натрiю хлориду, центрифугуванням протягом 
30 хв. при 5000 об./хв. Осад висушували в тер-
мостатi при температурi 50-60°С та подрiбню-
вали у ступцi. Подрiбнену суху бiомасу грибiв 
вiдважували та проводили екстракцiю 5% вод-
ним розчином гiдроксиду натрiю у спiввiдно-
шеннi 1:10 при температурi 28-30°С в поєднан-
нi з ультразвуковою дезiнтеграцiєю при частотi 
20-24 кГц та iнтенсивностi 5-8 Вт/см2 протягом 
15 хв. Отриманий екстракт обробляли 0,25 М 
розчином соляної кислоти, поступово доводя-
чи середовище до значення рН 7,2±0,2. Прово-
дили стерилiзуючу фiльтрацiю через мембран-
нi фiльтри з дiаметром пор 0,45 мкм та 0,22 мкм. 
Для очищення отриманого алергенного екстра-
кту, дослiдження фракцiйного складу та моле-
кулярної маси його фракцiй використовували 
широковiдомий у бiохiмiї метод гель-фiльтра-
цiйної хроматографiї на колонках з Сефадек-
сом G-100 згiдно з ДФУ. 

З метою обґрунтування допомiжних речо-
вин для тривалого збереження iмунологiчної 
активностi алергену гриба Candida albicans з 
концентрацiєю дiючих речовин 5 мкг/мл були 
проведенi дослiдження з впливу допомiжних 
речовин на активнiсть алергену. 

Нами був вивчений вплив на активнiсть 
алергену гриба Candida albicans дослiджуваних 
розчинникiв: 50% розчину глiцерину з рН 7,2, 
iзотонiчного 0,9% розчину натрiю хлориду з рН 

7,2 та фосфатного буферного розчину з рН 7,2. 
Були отриманi експериментальнi зразки, що 
складались з алергену та розчинникiв, що вив-
чалися. Пiсля отримання зразкiв була вивче-
на їх активнiсть шляхом постановки шкiрних 
проб на тваринах [6, 8].

На стадiї розробки лiкарської форми тре-
ба довести, що антимiкробна активнiсть само-
го лiкарського засобу або при необхiдностi лi-
карського засобу з додаванням вiдповiдного 
консерванта забезпечує належний захист вiд 
небажаних ефектiв, якi можуть бути результа-
том мiкробного забруднення лiкарського засо-
бу або розмноження в ньому мiкроорганiзмiв у 
процесi зберiгання й використання [3, 6].

Нами були дослiдженi наступнi консер-
ванти: метилпарагiдроксибензоат (нiпагiн), 
пропiлпарагiдроксибензоат (нiпазол), фенол, 
кислота сорбiнова, кислота бензойна, спирт 
бензиловий. При виборi консерванта врахову-
вали вимоги, якi ставляться до цiєї групи ре-
човин: активнiсть вiдносно широкого спектра 
мiкроорганiзмiв, повiльне формування резис-
тентних варiантiв мiкроорганiзмiв, прояв анти-
мiкробних властивостей у широкому дiапазонi 
рН, вiдсутнiсть специфiчного запаху, кольору 
та смаку, сумiснiсть з основними компонента-
ми лiкарської форми, безпечнiсть.

Данi наукової лiтератури свiдчать, що бага-
то консервантiв є агресивними речовинами по 
вiдношенню до бiологiчних об’єктiв [3, 7], тому 
перед їх використанням необхiдно перевiрити 
вплив консервантiв на активнiсть алергену. Для 
виявлення впливу консерванта на активнiсть 
алергену Candida albicans нами були отриманi 

ТАБЛиця 1
Вплив дослiджуваних розчинникiв  

на активнiсть алергену гриба Candida albicans

Розчинники Активнiсть 
алергену, %

50% розчин глiцерину ++++
Iзотонiчний 0,9% розчин натрiю хлориду ++++
Фосфатний буферний розчин ++++

ТАБЛиця 2
Вплив дослiджуваних консервантiв  

на активнiсть алергену гриба Candida albicans
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Нiпагiн 0,4 99,6 ++++
Нiпазол 0,4 99,6 ++++
Фенол 0,4 99,6 ++++
Спирт бензиловий 0,01 99,99 +++
Кислота сорбiнова 0,6 99,4 +++
Кислота бензойна 0,5 99,5 +++
Розчину алергену (контроль) - 100 ++++

Примiтка: контроль — фосфатний буферний розчин алергену 
гриба Candida albicans.
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експериментальнi зразки, якi складались з роз-
чину алергену та консервантiв, що вивчались, у 
максимально допустимiй концентрацiї.

Обґрунтування концентрацiї обраних кон-
сервантiв здiйснювали згiдно з методикою ДФУ 
(5.1.3. Ефективнiсть антимiкробих консерван-
тiв). Дослiднi зразки iнокулювали тест-мiкро-
органiзмами S.aureus, P.aeruginosa, C.albicans, 
A.niger та проводили дослiдження щодо вив-
чення кiлькостi життєздатних мiкроорганiзмiв 
протягом 28 дiб.

Ефективнiсть консервантiв у готовому за-
собi вважали задовiльною, якщо в умовах 
випробування при зберiганнi iнокульованих 
зразкiв при заданiй температурi протягом за-
значених промiжкiв часу спостерiгалося значне 
зменшення. Згiдно з вимогами ДФУ, препарати 
повиннi вiдповiдати критерiям А або критерiям 
В для парантеральних лiкарських засобiв, якщо 
це є обґрунтованим.

Враховуючи те, що скло адсорбує на поверхнi 
продукти алергенної природи, а алерген мiстять 
невисокi концентрацiї активного початку, необ-
хiдно переконатися, що алерген зберiгає свою ак-
тивнiсть, або забезпечити стабiлiзацiю специфiч-
ної активностi алергену гриба Candida albicans 
за допомогою детергентiв. Згiдно з лiтературни-

ми даними, для стабiлiзацiї алергенiв використо-
вують пропiленглiколь, твiн-80 та глiцерин [6]. 
Перед використанням цих детергентiв ми пере-
вiрили їх вплив на активнiсть алергену шляхом 
постановки шкiрних проб. Ефективнiсть детер-
гентiв у готовому засобi вважали задовiльною, 
якщо в умовах випробування при зберiганнi iно-
кульованих зразкiв при заданiй температурi 3-
8°С протягом 24 мiсяцiв не спостерiгалося знач-
не зменшення активностi алергену.

Вивчення активностi дослiджуваних пре-
паратiв проведено з дозволу комiсiї з бiоетики 
НФаУ в умовах in vivo на моделi генералiзова-
ного кандидозу. У дослiдi використовували гвi-
нейських мурчакiв середньою вагою 250-350 
г по 10 тварин у групi. Перевiрку активностi 
алергену гриба Candida albicans у поєднаннi з 
допомiжними речовинами здiйснювали шля-
хом одноразового введення алергену в об’ємi 
0,1 мл внутрiшньошкiрно в депiльовану дiлян-
ку шкiри на боцi тварин [6, 8]. Результати проб 
розраховували в мм еритеми, папули та оцiню-
вали за загальноприйнятою системою: слаб-
ко позитивна реакцiя (+) — почервонiння до 5 
мм, позитивна (++) — почервонiння до 10 мм 
та (+++) — до 20 мм, рiзкопозитивна (++++) — 
почервонiння вище 20 мм та папула.

ТАБЛиця 3
Ефективнiсть антимiкробної консервувальної дiї нiпазолу та фенолу  

в концентрацiї 0,2%, 0,25% у розчинах алергену гриба Candida albicans

Тест-мiкроорганiзми Консервант/концентрацiя в 
розчинi, % Lg зменшення числа життєздатних мiкроорганiзмiв

Експозицiя 6 год. 24 год. 7 дiб 14 дiб 28 дiб
Критерiй ДФА А/В Бактерiї 2/- 3/1 -/3 -/- НВ*/НЗ
Критерiй ДФА А/В Гриби -/- -/- 2/- -/1 НЗ
S.aureus Фенол/0,2% 1,75 2,87 1,38 НВ НВ

Нiпазол/0,2% 1,35 1,67 1,33 НВ НВ
Фенол/0,25% 2,14 3,52 НВ НВ НВ
Нiпазол/0,25% 1,47 НВ НВ НВ НВ

P.aeruginosa Фенол/0,2% 1,89 2,55 НВ НВ НВ
Нiпазол/0,2% 1,22 2,32 1,14 НВ НВ
Фенол/0,25% 2,45 3,18 НВ НВ НВ
Нiпазол/0,25% 1,78 2,45 НВ НВ НВ

C.albicans Фенол/0,2% 2,43 3,25 НВ НВ НВ
Нiпазол/0,2% 3,43 4,32 3,55 НВ НВ
Фенол/0,25% 4,12 5,72 НВ НВ НВ
Нiпазол/0,25% 2,6 1,3 0,5 НВ НВ

A.niger.nigerniger Фенол/0,2% 0,37 1,86 2,67 2,08 5,14
Нiпазол/0,2% 0,82 2,65 3,43 НВ НВ
Фенол/0,25% 4,51 НВ НВ НВ НВ
Нiпазол/0,25% 0,52 4,12 НВ НВ НВ

Примiтка: НВ — життєздатнi клiтини тест-мiкроорганiзмiв не виявленi; НЗ — число життєздатних клiтин не повинно збiльшу-
ватись.
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РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛIДЖЕННЯ  
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Для виявлення впливу розчинникiв на ак-
тивнiсть алергену гриба Candida albicans нами 
були отриманi експериментальнi зразки, якi 
складались з алергену гриба та розчинникiв, що 
вивчались. Пiсля отримання зразкiв була вив-
чена їх активнiсть шляхом постановки шкiрних 
проб на тваринах (табл. 1).

При шкiрному тестуваннi iзотонiчного 0,9% 
розчину натрiю хлориду, фосфатного буферно-
го розчину та 50% розчину глiцерину активнiсть 
алергену зберiгалась. Необхiдно зазначити, що 
фосфатний буферний розчин зберiгає постiйне 
значення рН. У зв’язку з цим фосфатно буферний 
розчин було обрано для подальших дослiджень. 

Для виявлення впливу консервантiв на ак-
тивнiсть алергену гриба Candida albicans нами 
були отриманi експериментальнi зразки, якi 
складались з розчину алергену та консервантiв, 
що вивчались, у максимально допустимiй кон-
центрацiї. Пiсля отримання зразкiв була вивче-
на їх активнiсть шляхом постановки шкiрних 
проб на тваринах. Склад та активнiсть дослiд-
них зразкiв наведенi в табл. 2.

Результати вивчення активностi зразкiв 
свiдчать, що кислота сорбiнова, спирт бензило-
вий та кислота бензойна знижують активнiсть 
алергену гриба Candida albicans, а нiпазол, нi-
пагiн та фенол зберiгають активнiсть алергену. 
Враховуючи те, що фенол є пiрогенною речо-
виною, для подальших дослiджень було обрано 
нiпазол i нiпагiн.

Нами було проведено дослiдження ефектив-
ностi антимiкробної консервувальної дiї кон-
сервантiв нiпазолу в концентрацiях 0,2%, 0,25% 
та фенолу у концентрацiях 0,2%, 0,25% у розчи-
нах алергену гриба Candida albicans. Результа-
ти дослiджень наведенi в табл. 3.

У результатi встановлено, що за ефектив-
нiстю консервувальної дiї критерiю А ДФУ 

вiдповiдав консервант фенол в концентрацiї 
0,25%. Фенол у концентрацiї 0,2% та нiпазол у 
концентрацiях 0,2%, 0,25% не вiдповiдали ви-
могам ДФУ. Нами як консервант був обраний 
фенол у концентрацiї 0,25%.

Для виявлення впливу рiзних детергентiв 
на активнiсть алергену гриба Candida albicans 
нами були отриманi експериментальнi зразки, 
якi складались з розчину алергену та детерген-
тiв, що вивчались: пропiленглiколю, твiну-80 та 
глiцерину. Пiсля отримання зразкiв була вив-
чена їх активнiсть шляхом постановки шкiрних 
проб на тваринах (табл. 4). 

При шкiрному тестуваннi фосфатний бу-
ферний розчин алергену гриба Candida albicans 
з глiцерином зберiгав активнiсть алергену, а в 
присутностi твiну-80 та пропiленглiколю ак-
тивнiсть алергену дещо зменшувалася. це ста-
ло пiдставою для використання глiцерину в по-
дальшому.

Нами були проведенi дослiдження з вивчен-
ня ефективностi стабiлiзацiйної дiї детергенту 
глiцерину в концентрацiї 5%, 10% на фосфат-
но буферний розчин алергену Candida albicans 
з консервантом фенолу в концентрацiї 0,25% 
протягом 24 мiсяцiв зберiгання. Результати до-
слiджень наведенi в табл. 5.

Результати дослiджень свiдчать, що фосфат-
но буферний розчин алергену гриба Candida 
albicans з консервантом фенолом у концентра-
цiї 0,25% протягом 24 мiсяцiв без детергенту 
зберiгає таку ж активнiсть, як i в присутностi 

ТАБЛиця 5
Визначення ефективностi детергенту глiцерину 
в концентрацiї 5% та 10% у розчинах алергену 

гриба Candida albicans

Термiн 
зберiгання, 

мiсяцi

Активнiсть алергену, %

Глiцерин 5% Глiцерин 
10% Контроль

1 ++++ ++++ ++++
3 ++++ ++++ ++++
5 ++++ ++++ ++++
7 ++++ ++++ ++++
9 ++++ ++++ ++++

11 ++++ ++++ ++++
13 ++++ ++++ ++++
15 ++++ ++++ ++++
17 ++++ ++++ ++++
19 ++++ ++++ ++++
21 ++++ ++++ ++++

Примiтка: контроль — фосфатний буферний розчин алерге-
ну гриба Candida albicans з консервантом фенолом у концент-
рацiї 0,25%.

ТАБЛиця 4
Вплив детергентiв на активнiсть алергену гриба 
Candida albicans при постановцi шкiрних проб

Детергенти
Вмiст 

детергенту, 
%

Розчину 
алергену, 

%

Активнiсть 
алергену,  

%
Твiн-80 0,0001 99,9999 +++
Глiцерин 10 90,0 ++++
Пропiленглiколь 0,1 99,9 +++
Контроль - 100 ++++

Примiтка: контроль — фосфатний буферний розчин алергену 
гриба Candida albicans
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детергенту глiцерину в концентрацiї 5% та 10%. 
Отже, за результатами дослiджень у даному ви-
падку немає необхiдностi введення детерген-
ту до складу розчину алергену гриба Candida 
albicans.

ВИСНОВКИ
Таким чином, було експериментально 

обґрунтовано склад розчину алергену на ос-
новi бiомаси гриба Candida albicans для iму-
нодiагностики кандидомiкозiв. На пiдставi 
проведених дослiджень був запропонований 
наступний склад розчину алергену з концен-
трацiєю дiючих речовин 5 мкг/мл: очищений 
алерген гриба Candida albicans, розчинник — 
фосфатно-буферний розчин з рН 7,2, консер-
вант — фенол у концентрацiї 0,25%.
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В статье обоснована лекарственная форма 
аллергена гриба Candida albicans. При разработ-
ке состава раствора аллергена исследовано вли-
яние на активность аллергена вспомогательных 
веществ: растворителей, консервантов и детер-
гентов. Установлен оптимальный состав нового 
аллергена грибов Candida albicans для выявления 
кандидамикозов.

N.V.Rybalkin, N.I.Filimonova, D.A.Spiridonov, 
N.V.Dubinina. Development of allergen solution 
on basis of fungus Candida albicans for diagnos
tics of the Candida infection. Kharkiv, Ukraine.

Key words: allergen, medicinal form, composition, 
candidiasis. 

The article substantiates the medicinal form of al-
lergen of fungi Candida albicans. During development 
of the composition of allergen solution the influence on 
allergen activity of auxiliary substances: solvents, pre-
servatives and detergents are investigated. The opti-
mum composition of the new allergen of the fungi Can-
dida albicans to identify candidiasis was established.
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