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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Стандартизация лечебных форм аллергенов ― процесс установления и применения единой систе-
мы показателей качества и методов контроля. Проведение контроля качества лечебных форм аллергенов является 
 неотъемлемым условием гарантии клинической эффективности и безопасности аллергенспецифической иммуноте-
рапии. В лаборатории по разработке аллергенов Научно-исследовательского института вакцин и сывороток имени 
И.И. Мечникова подготовлена технология получения гранулированной формы микст-аллергена из клещей домашней 
пыли Dermatophagoides pteronyssinus и Dermatophagoides farinae для перорального применения. 
Цель ― определение подлинности бесфенольного водно-солевого экстракта микст-аллергена из клещей 
Dermatophagoides pteronyssinus и Dermatophagoides farinae, предназначенного для лечебной формы препарата.
Материалы и методы. Стандартизация полученного экстракта аллергена происходила по единицам белкового  азота 
(метод Несслера); количество белка в искомом экстракте и нативном стандартном аллергене подсчитывали методом 
Бредфорда. Наличие аллергокомпонентов в микст-аллергене определяли с помощью электрофореза в полиакриламид-
ном геле в присутствии додецилсульфата натрия (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Величину рН 
определяли потенциометрическим методом. Сравнение специфической активности стандартного аллергена и экспери-
ментального микст-аллергена проводили методом реверсивного иммуноанализа (reversible allergosorbent test).
Результаты. Электрофорез в полиакриламидном геле по Лэммли показал сохранение белкового профиля водно- 
солевого экстракта микст-аллергена Dermatophagoides pteronyssinus и Dermatophagoides farinae соответствующе-
го белковому профилю аллергенов клещей домашней пыли. По результатам реверсивного иммуноанализа с рефе-
ренс-сыворотками, содержащими специфические IgE к Dermatophagoides pteronyssinus или Dermatophagoides farinae, 
не выявлено статистически значимых отличий оптической плотности исследуемого аллергена (четыре серии препара-
та) и стандартного аллергена при реакции с референс-сывороткой 3-го класса (р >0,05). 
Заключение. Таким образом, выполненные исследования подтвердили подлинность бесфенольного водно-соле вого 
экстракта микст-аллергена из клещей Dermatophagoides pteronyssinus и Dermatophagoides farinae в качестве ле-
чебной формы препарата, что отражено в Государственной фармакопее Российской Федерации (ОФС.1.7.2.0034.15). 
 Бесфенольное экстрагирование не повлияло на основные аллергенные компоненты микст-аллергена Dermatophagoides 
pteronyssinus и Dermatophagoides farinae и позволило ему сохранить высокую степень специфичности.

Ключевые слова: аллергены; стандартизация; определение подлинности; Dermatophagoides pteronyssinus; 
Dermatophagoides farinaе.
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Actual questions of standardization of water-salt  
extracts of mixed allergens from house dust 
mites intended for medicinal forms of sublingual 
immunotherapy
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Svetlana V. Khlgatian, Nina S. Petrova, Anna V. Vasilyeva
I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation 

ABSTRACT
BACKGROUND: Standardization of medical forms of allergens is the process of establishing and applying a unified system 
of quality indicators and control methods. The quality control of therapeutic forms of allergens is an essential condition for 
guaranteeing the clinical efficacy and safety of allergen-specific immunotherapy. The technology for obtaining the granular 
form of the mixed allergen from house dust mites Dermatophagoides pteronyssinus and Dermatophagoides farinae for oral 
use was developed in the laboratory of allergens Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera.
AIM: To determine the authenticity of the anphenolic water-salt extract of the mixed allergen from mites D. pteronyssinus and 
D. farinae, intended for the therapeutic form of the drug.
MATERIALS AND METHODS: Standardization of the obtained allergen extract was performed by protein nitrogen unit using the 
Nessler method. The protein concentration was determined using the Bradford method. Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide 
gel electrophoresis was used to study the presence of protein composition in mixed allergen. The pH value was determined 
potentiometrically. The specific activity of the standard allergen and the experimental mixed allergen were compared using the 
reverse immunoassay method.
RESULTS: Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis showed the preservation of the protein profile of the 
water-salt extract of the mixed allergen D. pteronyssinus and D. farinae, corresponding to the protein profile of allergens of 
house dust mites. No statistically significant differences were noted in the optical density of the studied allergen (four drug 
series) and the standard allergen with reference serums containing specific IgE to D. pteronyssinus or D. farinae when reacting 
with a class 3 reference serum in the reverse immunoassay method (р >0.05).
CONCLUSIONS: The result of the study in accordance with the State Pharmacopoeia of the Russian Federation XIV edition is a 
confirmation of the authenticity of the drug. Not phenolic extraction did not affect the main allergenic components of the mixed 
allergen D. pteronyssinus and D. farinae and allowed it to maintain a high degree of specificity.

Keywords: allergens; standardization; determining the authenticity; Dermatophagoides pteronyssinus; Dermatophagoides 
farinae.
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и иммуногенную активность. Однако для соблюдения 
требований подлинности аллергена, регламентированных 
в общей фармакопейной статье ОФС.1.7.2.0034.151 Государ-
ственной фармакопеи Российской Федерации, необходимо 
проведение дополнительных исследований [4, 7, 8]. 

Цель ― определение подлинности бесфенольного вод-
но-солевого экстракта микст-аллергена из клещей Der p 
и Der f, предназначенного для лечебной формы  препарата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Дизайн исследования

Стандартизация полученного экстракта микст-ал лер-
гена и стандартного аллергена происходила по единицам 
белкового азота (метод Несслера)2; количество белка 
в искомом экстракте и нативном стандартном аллер-
гене определяли методом Бредфорда [4]. Стандартная 
кривая для метода Бредфорда находилась в диапазо-
не от 1 до 25 мкг/мл по бычьему сывороточному аль-
бумину (Bio-Rad, США). Наличие аллергокомпонентов 
в микст-аллергене изучали с помощью разработанного 
в 1970 году У.К. Лэммли (Ulrich K. Laemmli) электрофо-
реза в полиакриламидном геле в присутствии додецил-
сульфата натрия (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis, SDS-PAGE)3. Величину рН определяли 
потенциометрическим методом [4]. Исследованы четыре 
серии препарата.

Сравнение специфической активности стандартного 
аллергена и экспериментального микст-аллергена про-
водили методом реверсивного иммуноанализа (reversible 
allergosorbent test, REAST), который заключается в сле-
дующем. В лунках полистиролового планшета сорбиро-
ваны моноклональные антитела к иммуноглобулинам Е 
(IgE) человека, в которые вносят образцы референс-
сывороток в стандартных концентрациях, содержащие 
специфические IgE к стандартному аллергену, стандарт-
ные положительные и отрицательные контроли. К обра-
зовавшемуся в лунке планшета комплексу IgE–анти-IgE 
добавляют аллергены, меченные биотином. Конъюгат ― 
стрептавидин-пероксидаза хрена. В лунках планшета 
с положительной реакцией проявляется цветное окраши-
вание. Метод исключает перекрёстные неспецифические 

1 Фармакопея.рф. ОФС.1.7.2.0034.15 Определение подлинности препа-
ратов аллергенов. Режим доступа: https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-7-2-
0034-15-opredelenie-podlinnosti-preparatov-allergenov/. Дата обраще-
ния: 03.12.2021.

2 Фармакопея.рф. ОФС.1.7.2.0026.15. Определение белкового азота с ре-
активом Несслера с предварительным осаждением белкового материа-
ла в иммунобиологических лекарственных препаратах. Режим доступа: 
https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-7-2-0026-15-opredelenie-belkovogo-
azota-s-reaktivom-nesslera-s-predvaritelnym-osazhdeniem-belkovogo-
materiala-v-immunobiologicheskih-lekarstvennyh-preparatah/. Дата об-
ращения: 03.12.2021.

3 Фармакопея.рф. ОФС.1.2.1.0023.15. Электрофорез в полиакриламид-
ном геле. Режим доступа: https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-1-0023-15-
elektroforez-v-poliakrilamidnom-gele/. Дата обращения: 03.12.2021.

ОБОСНОВАНИЕ
Успех аллергенспецифической иммунотерапии во мно-

гом зависит от высокой степени очистки и правильно 
подобранной дозы белковых компонентов, находящихся 
в готовой форме лечебного аллергена [1]. Ранее показа-
но, что на аллергенность клещевых экстрактов влияют 
количество и состав примесей в среде их обитания, со-
блюдение технологии производства и способов хранения, 
срок изготовления и др. [1, 2]. Применение физико-хи-
мических, химических и иммунобиологических методов 
исследования для анализа качества водно-солевого кле-
щевого экстракта, предназначенного для получения гото-
вой формы лечебного аллергена, является необходимым 
условием процесса стандартизации лечебного препарата. 
Последнее, в свою очередь, гарантирует клиническую 
эффективность и безопасность аллергенспецифической 
 иммунотерапии [1, 3]. 

Стандартизацию аллергенов проводят внутри живого 
организма (in vivo) и в лабораторных (in vitro) условиях [4]. 
Стандартизация in vivo осуществляется кожными или вну-
трикожными тестами [4, 5]. Некоторые методы, предна-
значенные для стандартизации аллергенов in vitro, такие 
как определение единиц белкового азота и количества 
белка в экстракте, используются с 70-х годов ХХ века 
и уже доказали свою эффективность [1]. 

На современном этапе для определения специфично-
сти (подлинности) экстракта рекомендуется применять им-
мунологические методы, и прежде всего иммунофермент-
ный анализ [4, 6]. Определение подлинности исходного 
водно-солевого экстракта требует стандартизированного 
нативного референс-аллергена (для сравнения) и рефе-
ренс-сыворотки для иммуноферментного анализа [1].

Существуют также стандартные тест-системы, которые 
позволяют определить содержание основных аллергенов 
в экстрактах [4]. Стандартизация основных аллергенов 
требует надёжных контрольных референс-аллергенов, из-
готовленных из рекомбинантных аллергенов и стандартных 
наборов для иммуноферментного анализа на основе имму-
носорбентов (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) [6]. 

В лаборатории по разработке аллергенов НИИ вакцин 
и сывороток имени И.И. Мечникова создана техноло-
гия получения гранулированной формы микст-аллергена 
из клещей домашней пыли Dermatophagoides pteronyssinus 
(Der p) и Dermatophagoides farinae (Der f) [7]. Основой для её 
изготовления является водно-солевой экстракт из кле-
щей Der p и Der f и сред их культивирования в соотноше-
нии 1:1 [8]. Данный экстракт по технологии приготовления 
отличается от классического, так как основное экстраги-
рование клещей проводится без применения консерванта 
(фенола), что обеспечивает его бÓльшую безопасность. 
Для увеличения длительности хранения полученного 
маточного раствора его лиофильно высушивают. Докли-
нические испытания экстракта из клещей Der p и Der f 
показали отсутствие токсичности, высокую аллергенную 
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сыворотки с установленной степенью активности (3-й класс), 
что соответствует содержанию специфических IgE  
3,50–17,49 МЕ/мл. 

Оптическую плотность растворов в лунках планшета 
оценивали фотометрическим методом на лабораторном 
фотометре STAT FAX 2100 (Awareness Technology, США) 
на длине волны Δ 450/630 нм. 

Поскольку тест требует биотинилирования антиге-
на, конъюгацию микст-аллергена с биотином проводи-
ли по протоколу биотинилирования белков, в основном 
по остаткам лизина, используя набор для биотинилирова-
ния антител (белков) фирмы ООО «Силекс» (Россия)6. 

Использована стандартная схема заполнения планше-
та согласно ОФС.1.7.2.0034.15 [4] с небольшими модифика-
циями (табл. 1).

Критерии соответствия
Соотношение биотина в стандартном аллергене 

и микст-аллергене Der p и Der f проверяли по уровню свя-
зывания с конъюгатом. На нитроцеллюлозную мембрану 
Immobilon PVDF (Merck Millipore, Германия) были нанесе-
ны (1) стандартный биотинилированный аллерген Der p 
(концентрация белка 1 мкг/мл); (2) биотинилированный 
микст-аллерген из клещей Der p и Der f (концентрация 

6 ООО «Силекс». Биотинилирование антител, белков и выделение клеток 
с использованием магнитных частиц, покрытых стрептавидином. Режим 
доступа: https://sileks.com/assets/files/protocol-for-kits/biotinilation-and-
mag-separation-ver-170626.pdf. Дата обращения: 03.12.2021.

реакции с иммуноглобулинами других классов (A, G, 
M, D), в результате чего исключается получение ложноот-
рицательных результатов4. 

Для сравнения специфической активности водно-со-
левого экстракта микст-аллергена из клещей Der p и Der f 
использовали биотинилированный нативный стандарти-
зированный аллерген Der p (Dr. Fooke, Германия) и рефе-
ренс-сыворотки к Der p, входящие в тест-систему и соот-
ветствующие 1-му (0,35 МЕ/мл), 2-му (0,7 МЕ/мл), 3-му 
(3,5 МЕ/мл) и 4-му (17,5 МЕ/мл) классам. Референс-сыво-
ротку к Der p 3-го класса также использовали в реакции 
с водно-солевым экстрактом микст-аллергена, что делает 
результат исследования более достоверным. 

Для сравнения специфической активности экспери-
ментального аллергена по белковым фракциям клеща 
Der f, содержащегося в нём, использовали сыворот-
ки пациентов, подобранные с помощью метода RIDA 
AllergyScreen (R-Biopharm AG, Германия)5. Подбирали 

4 Инструкция по применению наборов реагентов для количественного 
иммуноферментного определения концентраций аллерген-специ-
фических IgE в сыворотке (плазме) крови с биотинилированными 
жидкофазными экстрактами аллергенов, рекомбинантными и высоко 
очищенными нативными аллергенами. Режим доступа: http://fooke.ru/
upload/iblock/cb1/Instructions sIgE REAST with Biotinylated-Recombinant 
Allergens_2018.pdf. Дата обращения: 03.12.2021.

5 RIDA® AllergyScreen. Панели 1, 2, 3, 4 (Регистрационное удо-
стоверение ФС № 2005/348 от 03.03.2005). Режим доступа:  
http://www.allergen.ru/docs/rida_allergyscreen_panel_1_2_3_4_rus.pdf. 
Дата обращения: 03.12.2021.

Таблица 1. Схема заполнения планшета
Table 1. Filling scheme of the plate

1 2 3 4

А ПК АР CР CF

В ПК АР CР CF

С ОК1 ВР CР CF

D ОК1 ВР CР CF

E КК СР СР CF

F КК СР СР CF

G KK DР ОК2 ОК2

H KK DР ОК2 ОК2

Вносимые аллергены / 
Концентрация

Стандартный 
аллерген /

Стандартный 
аллерген / Микст-аллерген / Микст-аллерген /

Примечание. КК ― контроль конъюгата (в лунку вместо сыворотки внесён разводящий раствор; результат должен быть 
отрицательным); АР ― референс-сыворотки к Der p (0,35 МЕ/мл); ВР ― референс-сыворотки к Der p (0,7 МЕ/мл);  
CР ― референс-сыворотки к Der p (3,5 МЕ/мл); DР ― референс-сыворотки к Der p (17,5 МЕ/мл); CF ― (3-й класс)  
референс-сыворотки к Der f; ПК ― положительный контроль (в соответствии с тест-системой); ОК1 ― отрицательный контроль 
(в соответствии с тест-системой); ОК2 ― отрицательный контроль с сывороткой здоровых доноров.
Note: КК ― conjugate control (A diluting solution was introduced into the holes instead of serum. The result should be negative); 
АР ― reference serum to Der p (0,35 IU/ml); ВР ― reference serum to Der p (0,7 IU/ml); CР ― reference serum to Der p (3,5 IU/ml); 
DР ― reference serum to Der p (17,5 IU/ml); CF ― reference serum to Der f; ПК ― Positive Control (according to the test system); 
ОК1 ― Negative Control (according to the test system); ОК2 ― Negative Control with serum from healthy donors.
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могут реже вызывать анафилактические реакции при суб-
лингвальной иммунотерапии из-за потери части своих 
IgE-связывающих эпитопов [11]. Можно также отметить 
большое разнообразие белков, присутствующих в клеще-
вом аллергене.

Определение подлинности 
Сравнение специфической активности стандартного 

аллергена и экспериментального микст-аллергена про-
водили методом реверсивного иммуноанализа (REAST). 
Для сравнения специфической активности водно-соле-
вого экстракта микст-аллергена из клещей Der p и Der f 
использовали референс-систему, состоящую из биотини-
лированного нативного стандартизированного аллергена 
Der p и референс-сывороток, содержащих IgE к Der p 
или Der f. Репрезентативную прямую положительной 
корреляционной зависимости оптической плотности 
от концентрации белковых компонентов экстракта микст-
аллергена Der p и Der f устанавливали методом подбора. 
Показано, что для получения положительной корреляци-
онной зависимости оптической плотности от концентра-
ции антигена необходимо применение высокотитражной 
сыворотки (3-й класс) и аллергена с содержанием бел-
кового азота 1000–5000 PNU для Der p и 1000–8000 PNU 
для Der f (рис. 2). Исходя из полученных результатов, 
экспериментальный микст-аллерген Der p и Der f был 
введён в референс-систему (Dr. Fooke, Германия). Срав-
нительный анализ стандартного аллергена и исследуемо-
го микст-аллергена проводили на референс-сыворотках 
3-го класса, при этом концентрации вводимого в тест-
систему стандартного и микст-аллергена существенно 
не отличались. 

По результатам исследования выявлено, что стати-
стически значимых отличий оптической плотности иссле-
дуемого аллергена (во всех четырёх сериях препарата) 
в REAST с референс-сыворотками (n=6), содержащи-
ми специфические IgE к Der p, и оптической плотности 
при реакции стандартного аллергена с референс-сыворот-
кой 3-го класса (n=8) нет (р >0,05). Аналогично оптическая 

белка 1 мкг/мл); (3) микст-аллерген из клещей Der p 
и Der f (концентрация белка 1 мкг/мл) в качестве от-
рицательного контроля. Затем наносили конъюгат ― 
стрептавидин-пероксидазу хрена. После отмывания ― 
ТМБ-субстрат (система тетраметилбензидин). Результаты 
оценивали визуально по интенсивности голубого окраши-
вания. К исследованию допускался лишь тот биотинили-
рованный микст-аллерген Der p и Der f, который на нит-
роцеллюлозной мембране визуально давал одинаковое со 
стандартным аллергеном окрашивание.

Условия проведения
Исследование проведено в лаборатории по разработке 

аллергенов Научно-исследовательского института вакцин 
и сывороток имени И.И. Мечникова (Москва) совместно 
с центром коллективного пользования. 

Статистический анализ
Принципы расчёта размера выборки: исследование 

проводили на четырёх сериях препарата.
Методы статистического анализа данных: результаты 

обрабатывали с помощью пакета прикладных статисти-
ческих программ Microsoft Excel, версия 2010, с анализом 
количественных признаков. Вычисляли следующие вели-
чины: выборочное среднее (x-), выборочное стандартное 
отклонение (s), стандартную ошибку среднего (sx₋). До-
стоверность различий между более чем двумя группа-
ми изучали с помощью 95% доверительного интервала 
для среднего (95% ДИ). Критической величиной уровня 
значимости считали α=0,05, где α — это максимально 
приемлемая вероятность ошибочно признать существо-
вание различий там, где их нет [9].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследуемый водно-солевой экстракт микст-ал лер-

гена Der p и Der f представляет собой прозрачную жид-
кость с характерным пигментным окрашиванием свет-
ло-коричневого цвета без видимых включений и осадка. 
Исходная величина белкового азота в исследуемом 
микст-аллергене ― 40 000±10 000 PNU; в стандартном 
аллергене ― 800 000 PNU. Исходная концентрация 
белка в микст-аллергене ― 4,8 мг/мл, в стандарт-
ном аллергене ― 10 мг/мл. pH микст-аллергена ―  
7,0±0,25.

SDS-PAGE по Лэммли
SDS-PAGE по Лэммли показал сохранение белкового 

профиля водно-солевого экстракта микст-аллергена Der p 
и Der f, соответствующего белковому профилю аллерге-
нов клещей домашней пыли, представленному в лите-
ратуре [10]. Отмечается высокое содержание белковых 
фракций с молекулярной массой ниже 14 kDa, что может 
соответствовать пептидным фрагментам белка (рис. 1). 
Фрагментированные молекулы аллергена, возможно, 

Рис. 1. Электрофорез в полиак-
риламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия (SDS-
PAGE) по Лэммли. 
Примечание. 1 ― белковые 
стандарты; 2 ― вод но-солевой 
экстракт микст-аллергена Der p 
и Der f (концентрация белка 
0,171 мг/мл).
Fig. 1. Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) by Laemmli.
Note: 1 ― Protein standards; 
2 ― Water-salt extract of mixed 
allergen Der p and Der f (protein 
concentration 0.171 mg/ml).
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[12]. Именно поэтому чтобы доказать подлинность ал-
лергена, необходимы, прежде всего, строго специфич-
ные к данному аллергену референс-сыворотки. Соглас-
но ОФС.1.7.2.0034.15, сравнение изучаемого аллергена 
надо проводить с референс-аллергеном и референс-
сыворотками [4]. 

До 90-х годов XX века в России и за рубежом препа-
раты аллергенов были стандартизованы по содержанию 
белка и тестировались in vivo (кожные пробы) на паци-
ентах, чувствительных к исследуемому аллергену, по-
скольку количество белка не всегда коррелирует с его 
аллергенной активностью. С целью стандартизации ме-
тодов оценки активности препаратов аллергенов и пере-
хода на использование методов in vitro была предпри-
нята попытка по созданию международных стандартных 
образцов, в результате которой получены 5 нативных 
экстрактов референс-аллергенов и 2 стандартных об-
разца главных аллергенов. Разработанные стандартные 
образцы рекомендованы для сравнения препаратов 
от разных производителей, а также разных серий од-
ной фирмы [2, 6].

В настоящее время в ФГБУ «Научный центр экспер-
тизы средств медицинского применения» Минздрава 
России (правопреемник Государственного научно-иссле-
довательского института стандартизации и контроля ме-
дицинских биологических препаратов имени Л.А. Тара-
севича) продолжается работа по созданию стандартных 
образцов для оценки биологической активности препа-
ратов аллергенов. В Российской Федерации для клещей 
домашней пыли, к сожалению, референс-аллергены 
ещё не разработаны [6], что усложняет решение за-
дачи по определению подлинности экспериментально-
го микст-аллергена Der p и Der f. В результате для её 
реализации была взята за образец зарегистрирован-
ная в Российской Федерации полностью стандартная 
диагностическая референс-система, которая содержит 
как стандартный нативный экстракт аллергена Der p, так 
и референс-сыворотки к нему. Вводя экспериментальный 
микст-аллерген Der p и Der f в данную референс-систему, 
мы наиболее приближаемся к решению задачи его под-
линности. Поскольку аллергенные экстракты Der p и Der f 
сопоставимы по физико-химическим и биологическим 

плотность водно-солевого экстракта микст-аллергена 
Der p и Der f в реакции с референс-сывороткой, содер-
жащей специфические IgE к Der f (n=6), не имеет ста-
тистически значимых отличий от оптической плотности 
3-го класса в реакции стандартного аллергена и рефе-
ренс-сыворотки (р >0,05). Таким образом, всё вышеизло-
женное в соответствии с ОФС.1.7.2.0034.15 является под-
тверждением подлинности препарата (табл. 2, 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
В иммунологии под специфичностью понимают из-

бирательность взаимодействия индукторов и продуктов 
иммунных процессов, в частности антигенов и антител 

Рис. 2. Зависимость оптической плотности от концентрации 
белка в микст-аллергене Der p и Der f в REAST-тесте с рефе-
ренс-сыворотками, содержащими IgE-антитела к Der p или Der f 
(3,5 МЕ/мл). 
Примечание. По оси ординат отображена оптическая плотность 
вещества в лунках планшета (длина волны Δ 450/630 нм); по оси 
абсцисс ― концентрация белкового азота в экспериментальном 
микст-аллергене клещей домашней пыли Der p и Der f (PNU).
Fig. 2. The dependence of the optical density on the protein 
concentration in the mixed allergen Der p and Der f in a REAST 
test with reference serums containing IgE antibodies to Der p or 
Der f (3.5 IU/ml).
Note: The optical density of the substance in the holes of the plate 
is displayed along the ordinate axis (wavelength Δ 450/630 nm); 
along the abscissa axis is the concentration of protein nitrogen in the 
experimental mix-allergen of house dust mites Der p and Def (PNU).
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Таблица 2. Оптическая плотность в REAST-тесте (стандартный аллерген и референс-сыворотки)
Table 2. The optical density in the REAST test (standard allergen and serum reference)

Концентрация 
специфических IgE (МЕ/мл) / 

Класс сывороток
n Выборочное 

среднее, x- 
Выборочное 
стандартное 

отклонение, s

Стандартная 
ошибка

 среднего, sx
₋

95% доверительный 
интервал*

0,35/1 8 0,106 0,038 0,013 от 0,074–0,138
0,7/2 8 0,161 0,057 0,02 от 0,113–0,208
3,5/3 8 0,932 0,182 0,064 от 0,784–1,08
17,5/4 8 1,619 0,581 0,205 от 1,133–2,105

Примечание. * α=0,05, критическое значение t=2,365, при числе степеней свободы ν=(n-1)=7.
Note: * α=0,05, the critical value of t=2,365, with the number of degrees of freedom ν=(n-1)=7.
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белков в микст-аллергене Der p и Der f нам пришлось 
подбирать. Возможно, предлагаемые в ОФС.1.7.2.0034.15 
условия определения подлинности в иммуноферментном 
анализе могут подойти не для каждой белковой смеси ис-
следуемых аллергенов.

Резюме основного результата исследования
Проведённое исследование доказывает подлинность 

бесфенольного водно-солевого экстракта микст-аллергена 
из клещей Der p и Der f, предназначенного для лечебных 
форм сублингвальной иммунотерапии, поскольку проде-
монстрировано активное связывание со строго специфи-
ческими IgE к Der p и Der f.

Ограничения исследования
Сравнительный анализ специфической активности нам 

представляется малоинформативным, так как отсутствует 
российский референс-аллерген к Der p и Der f, а сравне-
ние с имеющимися в наличии пыльцевыми референс-ал-
лергенами нецелесообразно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подлинность бесфенольного водно-солевого экстракта 

микст-аллергена из клещей Der p и Der f, предназначен-
ного для лечебных форм сублингвальной иммунотерапии, 
доказана.

Бесфенольное экстрагирование и последующее лио-
фильное высушивание не повлияли на основные аллер-
генные компоненты микст-аллергена Der p и Der f и по-
зволили ему сохранить высокую степень специфичности.

свойствам исходного материала, также возможно срав-
нение специфической Der f-активности исследуемого 
микст-аллергена с использованием соответствующих 
специфических к Der f сывороток [6].

Обсуждение основного результата 
исследования

Поскольку водно-солевой экстракт аллергена (тем 
более микст-аллерген) — это многокомпонентная смесь, 
содержащая пептиды, гликопротеиды, полисахариды, 
производные липидов, энзимы, пигменты и другие ми-
норные примеси [13], то данному экстракту могут быть 
свойственны определённые матричные эффекты [14]. 
Возможное объяснение связано с агрегационным состоя-
нием аллергена в различных его разведениях, что может 
привести к завышенной оценке, если эпитопы свободны, 
или к заниженной ― если эпитопы связаны. Следователь-
но, прямое сравнение аллергенов в иммуноферментном 
анализе не всегда отражает или предсказывает реальное 
содержание в них аллергенных компонентов. Проблема 
завышения содержания аллергена методами ELISA опи-
сана в исследованиях некоторых авторов [10]. Так, при ис-
следовании качества аллергенов клещей домашней пыли 
европейских компаний отмечено, что в предназначенном 
для стандартизации нативных аллергенов тесте ELISA 
(с моноклональными сыворотками и рекомбинантным 
белком) количество измеренного основного аллергена 
Der f1 явно завышено и превышает общее содержание 
белка в образцах. Действительно, наиболее достоверную 
репрезентативную кривую положительной корреляцион-
ной зависимости оптической плотности от концентрации 

Таблица 3. Оптическая плотность в REAST-тесте различных серий водно-солевого экстракта микст-аллергена Der p и Der f 
с референс-сыворотками, содержащими IgE-антитела к Der p или Der f (3,5 МЕ/мл)
Table 3. The optical density in the REAST test of various series of water-salt extract of mixed allergen Der p and Def with reference 
serums containing IgE antibodies to Der p or Der f (3.5 IU/ml)

Серия n Выборочное 
среднее, x- 

Выборочное стандартное 
отклонение, s

Стандартная ошибка
 среднего, sx

₋
95% доверительный 

интервал* 

Реакция с референс-сывороткой к Der p

1 6 0,61 0,2 0,07 от 0,428–0,792

2 6 1,1 0,137 0,048 от 0,976–1,225

3 6 0,844 0,18 0,064 от 0,68–1,001

4 6 0,91 0,167 0,059 от 0,758–1,06

Реакция с референс-сывороткой к Der f

1 6 0,624 0,214 0,075 от 0,429–0,819

2 6 0,809 0,26 0,091 от 0,573–1,045

3 6 0,901 0,168 0,059 от 0,748–1,05

4 6 0,692 0,24 0,084 от 0,474–0,91

Примечание. * α=0,05, t=2,571, при v=2(n-1)=5.
Note: * α=0.05, t=2.571, at v=2(n-1)=5.
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