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ФРАКЦІЙНЕ РОЗДІЛЕННЯ 
ТА ІМУНОДІАГНОСТИЧНІ СКРИНІНГОВІ 
ДОСЛІДЖЕННЯ АЛЕРГЕНІВ ГРИБІВ CANDIDA 

Проведено молекулярно-масове розділення методом гель-хроматографії алергенного екстра
кту грибів Candida albicans та біохімічний аналіз одержаних фракцій. Вивчено діагностичні влас 
тивості вихідного неочищеного алергенного екстракту грибів Candida albicans та його очищених 
фракцій на гомологічній та гетерологічній моделі кандидамікозу. Одержані результати свідчать 
про перспективність розробки імунологічного препарату для алергодіагностики кандидамікозів 
на основі високомолекулярної І фракції алергенного екстракту грибів Candida albicans. 
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ВСТУП 
Проявлення кандидозів широко варіює від від

носно нешкідливих уражень шкіри до інвазійних 
процесів з розвитком грибкового сепсису та уражен
ням будь-якого органу або декількох органів [4]. 

Для лікаря проблема грибкових інфекцій 
І полягає в тому, що вони важко діагностуються, 
; оскільки клінічна симптоматика неспецифічна, 

важко піддається лікуванню та часто призво
дить до летального кінця. Кожен третій пацієнт 
з інвазійною грибковою інфекцією так і не одер
жує системної протигрибкової терапії, тому що 
гине за час встановлення діагнозу грибкової ін
фекції. На сьогодні діагностика кандидамікозів 
ґрунтується на наступних методах: 

1) мікроскопічного з використанням мазків, 
забарвлених метиленовим синім, за Грамом або 

,: іншим способом; 
2) мікологічного висіву досліджуваного ма

теріалу на поживні середовища (агар Сабуро, 
сусло-агар або кандида-агар); 

3) серологічних реакцій (РЗК, імунодифузія, 
І імуноелектрофорез, PA латексу, ІФА, ПЛР); 

4) на алергопробах (шкірних пробах) [4]. 
і Однак в Україні на теперішній час використо-
I вуються лише перші три, які мають певні недолі-
ї ки. Так наприклад, не завжди можна отримати 
< дослідний матеріал для мікроскопування (віс-
I церальний кандидамікоз). Одержані культури 
j Candida при висіванні патологічного матеріалу 
. не дають права на діагноз кандидамікозу, за ви

нятком виділення збудника з крові. Результати 
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серологічних реакції не завжди достовірні. Тому 
найбільш часто вісцеральні грибкові інфекції 
діагностуються на пізньому етапі критичного 
стану, пов'язаного з тяжким перебігом сепсису, 
який супроводжується надлишковою системною 
реакцією, довготривалою імунною дисфункцією 
зі зниженням функціональної активності моно
цитів та гранулоцитів [4]. У той час прикута ува
га до алергенів патогенних грибів у значній мірі 
пов'язана з вирішенням питань раціональної 
діагностики мікозів. Більш широке вивчення 
глибоких мікозів різної етіології показало безпе
речну цінність імунологічних реакцій при цих 
формах ураження. Добре відомо, що внутріш-
ньошкірні проби дозволяють виявити підвище
ну чутливість як негайного, так і уповільненого 
типу, для чого результат перевіряють через 15¬
30 хвилин та через 24-48 годин. 

Таким чином, шкірні проби є необхідними 
для виявлення специфічної кандидозної сенси
білізації, для оцінки ефективності лікування 
та десенсибілізації, вивчення клітинного імуні
тету, але на сьогодні в Україні не випускається 
жодного алергену грибів кандида. 

На кафедрі мікробіології, вірусології та іму
нології Національного фармацевтичного уні
верситету було одержано алергенний екстракт 
грибів Candida albicans шляхом поєднання уль
тразвуку та лужної екстракції 5% розчином на
трію гідроксиду, встановлено біохімічний склад 
отриманих речовин [8]. До складу одержаного 
алергенного екстракту входять діючі речовини 
(білок та полісахариди) та супутні низькомолеку
лярні баластні речовини, які виділяються у про-

Мікробіологічні аспекти діагностики інфекційних хвороб 
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цесі екстракції разом з діючими речовинами та 
можуть давати похибку при алерго-тестах. 

МЕТОЮ РОБОТИ є проведення молекулярно-
масового розділення методом гель-хроматографії 
алергенного екстракту грибів Candida albicans 
з подальшим біохімічним аналізом отриманих 
фракцій та скринінговими дослідженнями діа
гностичних властивостей неочищеного вихід
ного алергенного екстракту та його очищених 
фракцій шляхом алерготестування на гомологіч
ній та гетерологічній моделях кандидамікозу. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 
Об'єктом досліджень були зразки алергенного 

екстракту грибів Candida albicans, який одержа
ли за наступною схемою. Культури дріжджепо
дібного гриба роду Candida albicans штаму ССМ 
885-653 висівали у пробірки з агаром Сабуро та 
культивували у термостаті при температурі 28-
ЗО С протягом 2-х діб. Одержану культуру зми
вали гіпертонічним розчином натрію хлориду та 
висівали у матриці з агаром Сабуро. Далі прово
дили культивування у термостаті при температу
рі 28-ЗСҐС протягом 12 діб. Кожні 6 діб культуру 
в усіх матрицях перевіряли на чистоту шляхом 
мікроскопування. Одержану культуру змивали 
гіпертонічним розчином натрію хлориду. Кліти
ни гриба відділяли від гіпертонічного розчину 
натрію хлориду центрифугуванням протягом 
ЗО хв при 5000 об/хв. Осад висушували у термо
статі при температурі 37-40°С та подрібнювали 
у ступці. Подрібнену суху біомасу грибів відва
жували по 1 г та обробляли 5% водним розчи
ном гідроксиду натрію при температурі 28-30°С 
у поєднанні з ультразвуковою дезінтеграцією 
протягом 15 хв при довжині хвилі 20-24 кГц та 
інтенсивності 8-10 Вт/см 2. Оптимальним є озву
чування 10 мл суспензії клітин гриба з концен
трацією 100 мг/мл протягом 15 хв. Звільнення 
від зруйнованих та незруйнованих вегетативних 
та спорових клітин проводили методом стери
лізуючої фільтрації на мембранних фільтрах з 
діаметром пор 0,45 мкм та 0,22 мкм. Одержаний 
фільтрат обробляли 0,25М розчином соляної кис
лоти, поступово доводячи середовище до значен
ня рН 4,0 -4,2. Далі проводили розділення твердої 
та рідкої фази за допомогою центрифугування 
протягом ЗО хв при 5000 об/хв. З надосадової 
рідини, охолодженої до +5°С, осаджували діючі 
речовини за допомогою 98% оцтової кислоти при 
рН 4,0-4,2 та витримували при +5°С протягом 24 
год. Осад відділяли центрифугуванням протя
гом ЗО хв при 5000 об/хв, розчиняли у стериль
ному підлуженому фосфатному буфері рН 7,5-7,8. 
Одержаний розчин концентрували шляхом про
пускання через порожнисті волокна картриджу 

типу НІР8 та проводили діаліз проти дистильо
ваної води, а потім знову концентрували. Також 
паралельно проводили діаліз розчину алергенів 
без попереднього переосадження діючих речо
вин 98% оцтовою кислотою. 

Для глибокої очистки одержаного розчину 
алергену, дослідження фракційного складу та • 
молекулярної ваги його фракцій використовува
ли широко відому у біохімії ексклюзивної хро
матографії гель-фільтраційну хроматографію на 
колонках з Сефадексом G-75 та паралельно з Се-
фадексом G-100 згідно з ДФУ [1]. Критерії оцінки 
придатності хроматографічної системи зазначені 
у статті ДФУ «Методи хроматичного розділення». 
Гомогенність заповнення колонки гелем контро
лювали проходженням розчину високомолеку-
лярного блакитного декстрану. Після промиван
ня колонки одним об'ємом дистильованої води та 
двома об'ємами фосфатного буферного розчину 
рН 7,0-7,2 до неї вносили алерген. Початок збору 
фракцій в елююючому розчині визначали мето
дом спектрофотометрії при 280 нм. Фракції зби
рали та концентрували на мембрані типу VM-2. 
Для визначення молекулярної маси одержаних 
фракцій їх порівнювали з відповідними калібру
вальними стандартними речовинами. 

В одержаних фракціях визначали білок згід
но з ДФУ, також визначали полісахариди реакці
єю з антраном згідно з методичними рекоменда
ціями [3]. Визначення моносахаридів проводили 
згідно з ДФУ методом паперової хроматографії 
[8]. Нуклеїнові кислоти визначали згідно з ДФУ. 

Вивчення алергодіагностичної здатності 
одержаних фракцій проведено з дозволу комісії 
з біоетики НФаУ в умовах in vivo на моделі ге- [. 
нералізованого гомологічного та гетерологічного 
кандидамікозів, які викликали зависсю високо-
вірулентних референт-штамів Candida albicans 
ССМ 885-653 та Candida tropicalis NCYC 381 Г 
у дозі, яка на скринінговому рівні при зараженні г 
тварин закономірно обумовлює розвиток генера- -
лізованого кандидамікозу через 24-72 год. ; 

Для відтворення кандидозної інфекції в екс
перименті було обрано внутрішньоочеревинне 
зараження гвінейських морських свинок [5]. 
За об'ємом доза інфекту, використана для зара
ження піддослідних тварин, становила 1 мл 20- і-
годинних змивів агарових культур. Перед інфі- L 
куванням мікробну завись стандартизували за j 
оптичним стандартом мутності 4, 6, 8 та 10 ОД, \ 
виходячи з навантаження 400, 600, 800 та 1000 j 
млн мікробних клітин. Попередньо перед зара- \ 
женням морським свинкам вводили перорально 
кортикостероїдний препарат «Дексаметазон» і. 
у дозі 0,32 мг/кг за 2 прийоми протягом 5 діб, 
який сприяв генералізації кандида-інфекції та \ 

[69] 



УКРАЇНСЬКИЙ БІОФАРМАЦЕВТИЧНИЙ ЖУРНАЛ, № 4(9) 2010 

обтяжував перебіг експериментального кандида
мікозу. У досліді використовували тварин серед
ньою вагою 180-230 г. 

Алергодіагностичні властивості алергенів до
сліджували у погруповому використанні тварин, 
відповідно поділених на дослідні та контрольні 
підгрупи по 10 тварин. У дослідних групах тва
рин з модельованою генералізованою кандидоз-
ною інфекцією алергодіагностування здійсню
вали шляхом одноразового введення препарату 
внутрішньошкірно у депільовану ділянку шкі
ри. Попередньо на 10-ти здорових морських 
свинках визначали граничні дози кожного алер
гену, які не викликають ніяких змін у шкірі здо
рової тварини протягом 72 год спостереження. 
Було встановлено, що алергенний екстракт, як і 
його дві фракції, не викликає жодних шкірних 
реакцій в усіх здорових кроликів при введенні 
0,1 мл розчину з концентрацією 1 мг/мл (1:1000). 
Великі концентрації цих препаратів - 5 мг/мл, 
10 мг/мл викликали у частини або в усіх тварин 
неспецифічну гіперемію через 24 год, яка дося
гала величини 5x5 мм та зникала через 48 год. 
Таким чином, концентрація 1 мг/мл була при
йнята у якості робочої для алергену та двох його 
фракцій, що відповідає даним літератури. 

З метою перевірки стимулюючого впливу 
внутрішньошкірних проб на вироблення анти
тіл у тварин [2] через 8 днів після проб було про
ведено дослідження сироваток у дослідних тва
рин і реакція зв'язування комплементу (РЗК) 
згідно з ДФУ. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 
Криві гель-фракціонування алергенів на Се-

фадексі G-75 та Сефадексі G-100 демонструють 
добру відтворюваність розділення на дві фрак
ції: І - високомолекулярну з молекулярною ма
сою від 15 кД та II — низькомолекулярну з мо
лекулярною масою нижче 15 кД. В подальшому 
використовували повну схему очищення з Сефа-
дексом G-100. Більша маса алергенного екстрак
ту 60-80% припадає на фракцію II. Вихід фрак
ції І, розрахований до маси вихідного продукту, 
складає 20-40%. 

Біохімічні дослідження показали, що фрак
ція І, в основному, складається з вуглеводів 50¬
70% та містить 20-35% білка і 3-8% нуклеїнових 
кислот. Вміст полісахаридів у фракції II складає 
35-50%, білка приблизно 25-40% та нуклеїнових 
кислот - 5-12%. 

При проведенні паперової хроматографії кис-
4 лих гідролізатів І та II фракції алергенів виявила 
І у І фракції велику інтенсивно забарвлену пляму 
І манози, значно менше окреслену пляму глюкози 
] та сліди (маленькі нечіткі плями), які ідентифі

кували як плями рибози та рамнози, кількісне 
співвідношення між якими було приблизно од
накове (порівняння проводили за інтенсивніс
тю забарвлення плям). У попередній • статті [8] 
методом паперової хроматографії також були 
точно виявлені плями манози та глюкози, а інші 
маленькі нечіткі плями ідентифікували також 
ймовірно. У фракції II було виявлено велику ін
тенсивно забарвлену пляму глюкози, а пляма ма
нози була значно меншою за розмірами та менш 
інтенсивно забарвленою, інші маленькі нечіткі 
плями ідентифікували як плями рибози та рам
нози, кількісне співвідношення між якими було 
приблизно однакове (порівняння проводили за 
інтенсивністю забарвлення плям). 

Одержані фракції досліджувались на хворих 
тваринах. Критерієм хвороби слугували: наяв
ність характерних клінічних проявів (адинамія, 
неохайний вигляд, відмова від їжі, падіння ваги 
тіла, контрактури шийних м'язів у кроликів, 
параліч кінцівок, судоми, бокове розташуван
ня тіла, порушення функції вивідних органів 
та інші ознаки), характерні мікроскопічні ура
ження внутрішніх органів (мікроабсцеси у кор
ковому шарі нирок, у легенях, селезінці, печін
ці та інших органах), виділення ретрокультур 
Candida albicans з органів загиблих або навмис
но забитих тварин [5]. 

Морські свинки, заражені у дозі 1 мл з мі
кробним навантаженням 400 млн, 600 млн та 
800 млн клітин, майже не виявляли ознак за
хворювання, жодна тварина не загинула. Тва
рин, які одержали 1 млрд клітин гриба, прояв
ляли ознаки генералізованого кандидамікозу, 
2 з 10 заражених тварин загинули на 7 та 10 день 
захворювання. 

Основним критерієм оцінки результатів вну
трішньошкірних проб були величини діаметрів 
еритеми та папули при введенні дослідних пре
паратів. Результати внутрішньошкірних проб 
(всі алергени були стерильні), одержаних на 6, 
11 та 20-й день після зараження тварин, наведе
ні у таблиці. 

Як видно з таблиці, І фракція алергену при 
експериментальному кандидамікозі виявляє 
алергічну перебудову організму дещо раніше та 
більш виваженіше, ніж II фракція алергену та 
вихідний алергенний екстракт. Після введення 
алергену І фракції на 20-й день захворювання 
тварин через 21-42 год гіперемія досягала 20 мм, 
а папула - 5-7 мм у діаметрі, а потім через 28¬
57 год розмір гіперемії зменшувався у 2 рази 
та зникала папула. Найбільш виражена реак
ція шкірних проб виявляється на 20-й добі за
хворювання, але вона значно не відрізняється 
від реакції на 6-й день, що свідчить про те, що 
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Таблиця 

ПОСТАНОВКА ШКІРНИХ ПРОБ З АЛЕРГЕННИМ ЕКСТРАКТОМ ГРИБІВ 
CANDIDA ALBICANS ТА З І ТА II ЙОГО ФРАКЦІЯМИ У ТВАРИН, 

ЗАРАЖЕНИХ ГОМОЛОГІЧНИМ ШТАМОМ ГРИБА CANDIDA 

Тварини 

Інтенсивність реакції у мм діаметра еритеми та папули (середнє 
арифметичне) через 24-72 години з алергенами 

Тварини Алергенний екстракт І фракція И фракція Тварини 
Дні після зараження 

Тварини 

6 11 20 6 и 20 6 11 20 

Хворі 5±0,5 8±0,7 11±0,9 16±1,5 18±3,7 
3±0,5п 

19±4,5 
6±0,9п 4±0,6 6±1,2 10±2,8 

3±0,6п 
Здорові 2±0,2 2±0,8 3±0,6 2±0,5 2±0,9 3±1,8 2±0,3 2±0,4 3±0,9 

Примітка: п - наявність папули. 

алерген виявляє хворобу майже незалежно від 
її розвитку, тому виявлення хвороби на ранніх 
етапах захворювання за допомогою досліджу
ваних алергенів цілком можливе. У здорових 
тварин після введення алергенів невелика ери
тема (нормальна реакція організму на внутріш-
ньошкірну ін'єкцію) трималась 24-72 год та зни
кала, що свідчить про достовірність одержаних 
результатів. У жодному випадку нам не вдалося 
спостерігати негайну реакцію через 15-30 хв, що 
співпадає з даними літератури про відсутність 
або слабко виражену негайну алергічну реакцію 
при кандидозній інфекції на відміну від канди-
дозного алергічного стану. 

За одну діагностичну дозу приймали розве
дення алергену з найменшим вмістом діючих 
речовин (білка), які викликають позитивні вну-
трішньошкірні реакції у 40-60% хворих тварин. 
Для І фракції вона складала 0,5 (0,4-0,75) мкг 
діючих речовин на тварину вагою 200 г. Ця доза 
виявляє гіперчутливість уповільненого типу 
у одиничних тварин, заражених гетерологічним 
штамом грибів, що пов'язано з перехресними ан
тигенами. 

Дослідження сироваток у дослідних тварин 
у реакції зв'язування комплементу (РЗК) не під
твердили припущення про стимулюючий вплив 
внутрішньошкірних проб на вироблення анти
тіл у тварин, оскільки серологічні тести були не
гативні, як і до постановки алергічних реакцій. 
Ймовірно, для проявлення стимулюючого впли
ву алергічних проб на антитілоутворення число 
цих проб повинно бути достатньо великим. 

ВИСНОВКИ 
Таким чином, одержана високомолекуляр-

на фракція І, яка містить у своєму складі білок 
і полісахариди, основним моносахаридом яких 
є маноза, характеризується високою активніс
тю, специфічністю та низькою імуногенністю 

при алерготестуванні на гомологічній та гете-
рологічній моделях кандидомікозу порівняно 
з низькомолекулярною фракцією II та вихідним 
неочищеним алергенним екстрактом, що також 
свідчить про необхідність проведення очистки 
алергену від супутніх баластних низькомолеку
лярних речовин. 

На основі отриманих даних правомірно ді
йти висновку про те, що одержана І високомоле-
кулярна фракція алергенного екстракту грибів 
Candida albicans є перспективною для створення 
імунодіагностичного препарату для широкого 
використання при виявленні скритих форм кан
дидамікозу. 
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У Д К 616-07:616.594.171.2:57.083.32 
H.B. Рыбалкин, Н.И. Филимонова, E.M. Дикая, E.A. Шакун 
ФРАКЦИОННОЕ РАЗДЕЛЕНИЕ И ИММУНОДИАГНОСТИЧЕСКИЕ 
СКРИНИНГОВЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ АЛЛЕРГЕНОВ ГРИБОВ CANDIDA 

Проведено молекулярно-массовое разделение методом гель-хроматографии аллергенно
го экстракту грибов Candida albicans и биохимический анализ полученных фракций. 
Изучены диагностические свойства исходного неочищенного аллергенного экстракта 
грибов Candida albicans и его очищенных фракций на гомологической и гетерологиче-
ской модели кандидамикоза. Полученные результаты свидетельствуют о перспектив
ности разработки иммунологического препарата для аллергодиагостики кандидами-
козов на основе I фракции аллергенного экстракта грибов Candida albicans. 
Ключевые слова: диагностика; кандид. : . ікоз; аллергическая реакция; кожные про
бы; фракционирование; биохимический анализ 

U D C 616-07:616.594.171.2:57.083.32 
M.V. Rybalkin, N.I. Filimonova, О.М. Dyka, О.А. Shakun 
FRACTIONAL SEPARATION AND IMMUNODIAGNOSTIC 
STUDIES OF ALLERGENS FUNGAL THE CANDIDA 

Is carried out molecular-mass separation by the method of gel chromatography of allergenic 
to the extract of the fungi of Candida albicans and the biochemical analysis of the obtained 
fractions. Are studied the diagnostic properties of the initial unpurif ied allergenic extract of 
the fungi of Candida albicans and its purified fractions on the homologous and heterologous 
model of candidiasis. The obtained results testify about the prospect of the development of 
immunological preparation for allergodiagnosis of candidiases on the basis I of the fraction 
of the allergoextract of the fungi of Candida albicans. 
Key words: diagnosis; kandidomicoses; allergic reaction; leather samples; fractionation; 
biochemical analysis 
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