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Розробка підходу до випробування ефективності антимікробних 
консервантів у м’яких лікарських засобах
Розроблено підхід до випробування ефективності антимікробних консервантів у м’яких лікарських засобах, що 
дає можливість проводити інокуляцію зразків безпосередньо в тубах із препаратом. Наведено експериментальні 
результати, що підтверджують рівномірність розподілу мікроорганізмів у зразках препарату при використанні 
запропонованої процедури випробування.

Загальні статті ДФУ, що встановлюють ви-
моги до м’яких лікарських засобів (МЛЗ), пе-
редбачають доказ ефективності антимікроб-
них консервантів.

Методи дослідження, що необхідно вико-
ристовувати при експериментальному доказі 
ефективності антимікробних консервантів, а 
також критерії оцінки ефективності наведе-
но у загальній статті 5.1.3 ДФУ [1]. Викладена 
у ДФУ процедура випробування ефективнос-
ті антимікробних консервантів включає іно-
куляцію зразків випробовуваного лікарського 
засобу тест-мікроорганізмами та визначення 
числа життєздатних мікроорганізмів у випро-
бовуваних зразках через певні інтервали ча-
су.

Відповідно до вимог ДФУ, проведення ви-
пробування ефективності антимікробних 
консервантів необхідно, по можливості, про-
водити у тих контейнерах, у яких передбаче-
ний випуск препарату. Це пов’язано з тим, 
що конструкція паковання та властивості ма-
теріалу, із якого виготовлене первинне пако-
вання, можуть впливати на ефективність дії 
антимікробних консервантів [2]. При цьому 
необхідно експериментально довести, що тех-
нічні прийоми, які використовують для підго-
товки зразків лікарського засобу, інокульо-
ваних тест-мікроорганізмами, забезпечують 
рівномірний розподіл мікроорганізмів у зраз-
ках [3].

Найчастіше для пакування МЛЗ викорис-
товують такий вид контейнерів, як туби. При 
випробуванні ефективності антимікробних 
консервантів у таких лікарських засобах про-
цедура інокуляції випробовуваного зразка 
безпосередньо в тубі викликає певні пробле-
ми, так як здійснюючи її з боку вузького отво-
ру туби неможливо забезпечити рівномірний 
розподіл мікроорганізмів в інокульованому 
зразку.

Метою даної статті є узагальнення резуль
татів досліджень із визначення процедури 
інокуляції зразків МЛЗ безпосередньо в тубах 
із препаратом при випробуванні ефективнос-
ті антимікробних консервантів та із вивчен-
ня розподілу мікроорганізмів у зразках при 
використанні запропонованої процедури.

Нижче наведено процедуру інокуляції 
зразків, що рекомендується. Проведення про-
цедури необхідно здійснювати із додержан-
ням правил асептики.

Готують суспензії монокультур тест-мікро
організмів, що рекомендовані ДФУ (5.1.3) 
[1] для проведення випробування ефектив-
ності антимікробних консервантів. Кож-
на суспензія має містити від 107 КУО/мл до 
108 КУО/мл життєздатних клітин відповід-
ного тест-мікроорганізму. Для того, щоб про-
вести інокуляцію випробовуваного зразка 
безпосередньо в тубі, необхідно розкрити 
хвостовий кінець туби, додати до маси препа-
рату суспензію монокультури одного з тест-
мікроорганізмів, ретельно перемішати за до-
помогою стерильної скляної палички або ін-
шого підхожого інструменту, після чого за-
крити хвостовий кінець туби. Об’єм суспен-
зії мікроорганізму, що додають до препарату, 
розраховують, виходячи зі співвідношення — 
0.1 мл суспензії на кожні 10 г препарату. Та-
ке співвідношення дозволяє забезпечити мі-
кробне навантаження в інокульованому зраз-
ку відповідно до вимог ДФУ (від 105 КУО/г до 
106 КУО/г). Відбір зразків для визначення чис-
ла життєздатних тест-мікроорганізмів через 
зазначені у ДФУ інтервали часу проводять че-
рез отвір туби після видалення захисної мемб-
рани.

Ми вважаємо, що при проведенні випро-
бувань на стадії фармацевтичної розробки 
оптимальна кількість препарату в тубі має ста-
новити від 15 г до 20 г, що забезпечує можли-
вість у кожній із зазначених у ДФУ контроль-
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них точок (вихідне висівання, висівання че-
рез 2 доби, 7 діб, 14 діб, 28 діб) відбирати зраз-
ки, масою не менше 1 г, для визначення числа 
життєздатних мікроорганізмів з урахуванням 
неминучих втрат препарату при приготуван-
ні зразків.

Експериментальна частина

Нами було проведене експерименталь-
не вивчення розподілу тест-мікроорганізмів 
у зразках МЛЗ при використанні наведеної 
процедури інокуляції.

Експериментальні дослідження проводили 
по відношенню до тест-мікроорганізмів, реко-
мендованих ДФУ для випробування ефектив-
ності антимікробних консервантів.

Об’єктами досліджень були розфасовані у 
туби зразки кремової гідрофільної основи та 
мазевої гідрофобної основи, що не містили ан-
тимікробних консервантів і діючих речовин. 
Склад основ наведено в Табл. 1.

Для проведення випробування використо
вували по чотири туби з кожною основою, 
одну тубу використовували для  випробу-
вання по відношенню до одного тест-мікро
організму. Зразки інокулювали та перемішу-
вали відповідно до розробленої процедури. 
Одразу після інокуляції із кожної туби відби-
рали по 10 проб, масою 1 г кожна. Відбір проб 
здійснювали послідовно та рівномірно в міру 
видалення основи з туби. Таким чином, пер-
ша проба відповідає першій порції основи, ви-
даленої з туби, остання проба – останній по-
рції основи.

Кожну пробу окремо поміщали у стериль-
ну мірну посудину та готували зразки препа-
рату у відповідному стерильному розчинни-
ку. Для отримання достовірних результатів 
випробування для кожної з випробовуваних 
основ були розроблені індивідуальні мето-
дики, що забезпечували нейтралізацію анти-
мікробної дії та вивільнення мікроорганіз-
мів з інокульованих зразків. Перевірку при-
датності методик проводили по відношенню 
до тест-мікроорганізмів, що рекомендовані 
ДФУ для вивчення антимікробної консерву-

ючої дії, відповідно до розроблених схем пе-
ревірки [4]. При випробуванні зразків кре-
мової основи як розчинник використовували 
фосфатний буферний розчин із натрію хло-
ридом і пептоном [1], при випробуванні зраз-
ків мазевої основи – комплексний розчин-
ник, що містив фосфатний буферний розчин 
із натрію хлоридом і пептоном, ізопропілмі-
ристат і полісорбат-80. У фосфатному буфер-
ному розчині готували серійні десятикратні 
розведення одержаного зразка. Із усіх зразків 
проводили висівання двошаровим методом на 
дві чашки Петрі з відповідним густим живиль-
ним середовищем для визначення числа жит-
тєздатних тест-мікроорганізмів. Для визна-
чення числа бактерій використовували густе 
живильне середовище № 1 [1], для визначен-
ня числа грибів – густе живильне середови-
ще № 2 [1]. Проводили інкубацію посівів від-
повідно до [1]. Підраховували число колоній 
на чашках Петрі та визначали середнє ариф-
метичне значення числа колоній для кожних 
двох паралельних чашок, що відповідали од-
ному розведенню зразка. Розрахунки прово-
дили, виходячи з числа КУО на чашках, що 
відповідали розведенню зразка, для якого бу-
ло здійснено підрахунок максимально можли-
вого числа колоній.

Результати та їх обговорення
У Табл. 2 і 3 наведено результати визначен-

ня числа життєздатних клітин у кожній із де-
сяти окремих проб, масою 1 г кожна, відібра-
них із кожної туби, інокульованої одним тест-
мікроорганізмом. Результати наведено відпо-
відно до порядку відбору проб із кожної туби. 
Проба № 1 відповідає першій відібраній із ту-
би пробі, проба № 10 – останній.

На першому етапі для кожного типу осно-
ви оцінювали рівномірність вибірок, що скла-
далися з результатів визначення числа КУО 
кожного з тест-мікроорганізмів в інокульова-
них зразках (Табл. 2, 3).

Оцінку рівномірності вибірки проводили 
відповідно до рекомендацій загальної фарма-
копейної статті «Статистичний аналіз резуль-
татів хімічного експерименту» [5] щодо оцін-

Кремова основа Мазева основа
компоненти % (м/м) компоненти % (м/м)

масло вазелінове
Lanette O 
Eumulgin B2
пропіленгліколь
вода очищена

6
7.2
2.3
10

до 100

ізопропілміристат
олія вазелінова
вазелін білий

1
5

до 100

Таблиця 1
Склад кремової основи та мазевої основ 
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ки рівномірності малих (n≤10) за обсягом ви-
бірок.

Для кожної упорядкованої у порядку зрос
тання вибірки обчислювали розмах варіюван-
ня R та контрольні критерії Q1 та Q10 за рівнян-
нями:

	 1 1nR x x −= − 	 (1),

	
1 2

1
x x

Q
R
−

= 	 (2),

	 1
10

n nx x
Q

R
−−

= 	 (3).

Табличні значення критерію Q (P, 10) для 
довірчої ймовірності 95 % та 99 % становлять 
0.41 і 0.53, відповідно [6]. Вибірку вважають 
неоднорідною, якщо хоча б одне з обчислених 
значень Q1 або Q10 перевищує табличне зна-
чення критерію Q.

Проведені розрахунки показали, що як 
для кремової гідрофільної основи, так і для 

№ 
проби

Тест-мікроорганізм xi x xi–x R Q1, Q10 RSD

1 S. aureus ATCC 6538 465 577.5 –112.5 170 0.15

0.12

11.83
2 500 –77.5
3 630 52.5
4 580 2.5
5 620 42.5
6 620 42.5
7 655 77.5
8 490 –87.5
9 635 57.5

10 580 2.5
1 P. aeruginosa ATCC 9027 645 754.5 –109.5 180 0.29

0.44

9.38
2 720 –34.5
3 695 –59.5
4 745 –9.5
5 750 –4.5
6 755 0.5
7 905 150.5
8 735 –19.5
9 770 15.5

10 825 70.5
1 C. albicans ATCC 885-653 410 398 12 140 0.14

0.07

12.95
2 460 62
3 470 72
4 320 –78
5 450 52
6 415 17
7 375 –23
8 340 –58
9 380 –18

10 360 –38
1 A. niger ATCC 16404 108 118.5 –10.5 18 0.11

0.17

6.02
2 123 4.5
3 125 6.5
4 120 1.5
5 114 –4.5
6 115 –3.5
7 110 –8.5
8 126 7.5
9 129 10.5

10 115 –3.5

Таблиця 2
Розподіл тест-мікроорганізмів в інокульованих зразках – кремової гідрофільної основи
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мазевої гідрофобної основи, умова однорід-
ності вибірки для довірчої ймовірності 95 % 
виконується для переважної більшості тест-
мікроорганізмів (за винятком P. aeruginosa, 
кремова основа), а для довірчої ймовірності 
99 % — для всіх тест-мікроорганізмів, що були 
використані в експериментальних досліджен-
нях. Таким чином, відсутні грубі похибки при 
визначенні числа життєздатних клітин у кож-
ній окремій пробі.

Сумарна невизначеність аналізу числа 
життєздатних мікроорганізмів при випро
буванні ефективності антимікробних кон-
сервантів складається з невизначеності ви-
біркового методу, пов’язаної з випадковими 
варіаціями числа мікроорганізмів в окремих 
суспензіях [7], та невизначеності технічних 
операцій, зокрема, процедури підготовки іно-
кульованого зразка.

Для оцінки коректності використання за-
пропонованої процедури випробування ви-
користовували критерій практичної незна-
чущості [5, 8], сформульований таким чином 
– сумарна невизначеність аналізу не має зна-
чуще впливати на інтерпретацію результатів 
випробування ефективності антимікробних 
консервантів. Критерієм оцінки ефективнос-
ті антимікробних консервантів у лікарських 
засобах є інтенсивність зменшення числа 
життєздатних тест-мікроорганізмів в іноку-
льованих зразках препарату через зазначені 
інтервали часу після інокуляції. У лікарських 
засобах для місцевого застосування мінімаль-
не значуще зменшення числа життєздатних 
мікроорганізмів становить 10 разів (логарифм 
зменшення числа життєздатних клітин дорів-
нює 1), що відповідає зменшенню числа КУО 
на 90 %.

Виходячи із взаємозв’язку між значенням 
максимально припустимої повної відносної 
невизначеності результату аналізу (∆ %) та 
межами вмісту B (%) [5, 9], максимально при-
пустима невизначеність аналізу числа КУО 
може бути розрахована за рівнянням (4):

	 % 0.32 (%) 0.32 90 28.8 %B∆ ≤ ⋅ = ⋅ = 	 (4)

Для окремої варіанти при P=95 % та n=10 
виконується рівняння (5):

	 % (95.9)t RSD∆ = ⋅ 	 (5)

Із рівняння (5) може бути розраховане від-
носне стандартне відхилення (RSD) для ме-
тодики випробування ефективності антимі-
кробних консервантів, яка значуще не впли-
ває на інтерпретацію результатів випробуван-
ня.

	
% 28.8 15.73 %

(95.9) 1.83
RSD

t
∆

= = = 	 (6)

Із Табл. 2 видно, що фактично отримане 
в експерименті відносне стандартне відхи-
лення результатів визначення числа життєз-
датних клітин в інокульованих зразках кре-
мової гідрофільної основи складає від 6.02 % 
до 12.95 %, що не перевищує розрахованого 
максимального рівня 15.73 %. Таким чином, 
загальна невизначеність запропонованої ме-
тодики випробування значуще не впливає на 
інтерпретацію результатів вивчення ефектив-
ності антимікробних консервантів в МЛЗ на 
кремовій гідрофільній основі. Це дає підстави 
вважати, що запропонована процедура іноку-
ляції не вносить додаткової значущої похибки 
у результати аналізу і може бути використана 
при випробуванні ефективності антимікроб-
них консервантів.

Відносне стандартне відхилення резуль-
татів визначення числа життєздатних клітин 
S. aureus та A. niger в інокульованих зразках 
мазевої гідрофобної основи (Табл. 3) складає 
більше 15.73 %. Найбільше відхилення від се-
реднього результату спостерігається для пер-
ших двох проб, відібраних з області, найближ-
чої до вузького отвору туби. При цьому для 
всіх зазначених проб результат визначення 
числа життєздатних клітин є меншим за се-
реднє значення, що отримане для вибірки у 
цілому. Такий результат пояснюється тим, що 
при перемішуванні мазевої гідрофобної осно-
ви у тубі виникають проблеми технічного ха-
рактеру, пов’язані з реологічними властивос-
тями основи. Найбільш важкодоступною при 
перемішуванні є найближча до вузького отво-
ру туби область.

Аналіз результатів визначення числа жит-
тєздатних клітин S. aureus та A. niger (Табл. 3) 
у пробах № 4-10 показує, що RSD скороченої 
вибірки складає менше 15 %, отже відсутня до-
даткова похибка, що пов’язана з нерівномір-
ним розподілом мікроорганізмів в інокульова-
ному зразку. Таким чином, при випробуванні 
ефективності консервантів у МЛЗ на гідро-
фобних основах необхідно приділяти особли-
ву увагу ретельності перемішування зразків, 
а також не використовувати перші порції іно-
кульованого зразка (3-4 г) для визначення чис-
ла життєздатних тест-мікроорганізмів.

Висновки

На підставі отриманих експериментальних 
результатів можна вважати, що запропонова-
на процедура інокуляції зразків МЛЗ, неза-
лежно від типу основи, забезпечує рівномір-
ний розподіл тест-мікроорганізмів у зразку 
і може бути використана при випробуванні 
ефективності антимікробних консервантів.
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№ 
проби

Тест-мікроорганізм xi x xi–x R Q1, Q10 RSD

1 S. aureus ATCC 6538 365 554.4 –189.4 295 0.08

0.05

20.62

9.32*

2 390 –164.4
3 469 –85.4
4 594 39.6
5 640 85.6
6 502 –52.4
7 660 105.6
8 633 78.6
9 614 60.6

10 676 121.6
1 P. aeruginosa ATCC 9027 90 98.7 –8.7 22 0.05

0.09

9.05
2 93 –5.7
3 112 13.3
4 90 –8.7
5 94 –4.7
6 97 –1.7
7 91 –7.7
8 114 15.3
9 102 3.3

10 104 5.3
1 C. albicans ATCC 885-653 62 57.6 4.4 18 0.22

0.22

11.89
2 65 7.4
3 61 3.4
4 51 –6.6
5 55 -2.6
6 69 11.4
7 58 0.4
8 57 –0.6
9 51 –6.6

10 47 –10.6
1 A. niger ATCC 16404 149 236,8 –87.8 177 0.14

0.11

28.30

14.42*

2 124 –112.8
3 191 –45.8
4 260 23.2
5 216 –20.8
6 227 –9.8
7 282 45.2
8 320 83.2
9 298 61.2

10 301 64.2

Таблиця 3
Розподіл тест-мікроорганізмів в інокульованих зразках мазевої гідрофобної основи

Примітка.
* — для проб № 4-10.
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Резюме
Дунай Е.В., Жемерова К.Г., Ляпунов Н.А., Безугла Е.П., 
Мельникова О.Н., Деркач Н.З.

Разработка подхода к испытанию эффективности 
антимикробных консервантов в мягких лекарственных 
средствах

Разработан подход к испытанию эффективности 
антимикробных консервантов в мягких лекарственных 
средствах, который дает возможность проводить иноку-
ляцию образцов непосредственно в тубах с препаратом. 
Приведены экспериментальные результаты, которые 
подтверждают равномерность распределения микроор-
ганизмов в образцах препарата при использовании пред-
ложенной процедуры испытания.

Summary
Dunay O.V., Zemerova K.G., Lyapunov M.O., Bezugla O.P., 
Melnikova O.M., Derkach N.Z.

Development of an approach to the test of an effectiveness 
of antimicrobial preservatives in semi-solid preparations

An approach to the test of an effectiveness of antimicro-
bial preservatives in semi-solid preparations, what had let 
to conduct an inoculation of samples directly in tubes with 
the preparation, was developed. Experimental data, which 

had conformed a uniformity of microorganisms distribution 
in samples of preparation at the use of suggested method of 
study, were given.
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Ткач М.М., Стрельников Л.С., Стрілець О.П.
Національний фармацевтичний університет

До питання створення лікарських форм із бактеріофагами. Вивчення 
специфічної активності бактеріофага стафілококового
Вивчено специфічну активність стафілококового бактеріофага звичайного та концентрованого. Показано, що кон-
центрований стафілококовий бактеріофаг виявляє специфічну активність у 10 разів вищу за специфічну активність 
бактеріофага звичайного, що робить можливою і перспективною розробку нової ефективної м'якої лікарської форми 
з бактеріофагом.

Традиційними препаратами антимікробної 
терапії гнійно-запальних захворювань є ан-
тибіотики [1]. Однак, незважаючи на остан-
ні досягнення сучасної фармації у розробці 
нових лікарських засобів з антибіотиками, 
явище виникнення резистентності до них не 
зникає. Особливо це стосується патогенних 
штамів золотавого стафілокока та синьогній-
ної палички, що найбільш резистентні. Тому, 
як наслідок, маємо неефективне лікування, 

що призводить до негативних наслідків [2, 4]. 
Крім того, загибель під впливом антибіотиків 
мікроорганізмів, що підтримують патогенний 
процес, супроводжується також загибеллю і 
нормальної мікрофлори людини. Такий їх не-
гативний вплив відбувається через те, що ан-
тибіотики, зокрема, мають низьку селектив-
ність дії [8].

Враховуючи вищезазначене, розробка но-
вих лікарських засобів з антимікробною дією, 


