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В последнее время наблюдается огромный интерес исследователей, врачей и производителей сельско-
хозяйственной продукции к пробиотическим препаратам, поскольку применение пробиотиков связано с ре-
шением различных проблем со здоровьем, повышением эффективности пищеварения, стимуляцией роста и 
развития. В данной статье проведен научный обзор теоретических основ создания пробиотических препара-
тов – дано определение пробиотических препаратов, их классификация, описаны механизмы действия прои-
ботиков. Показаны практические аспекты применения пробиотиков в пищевой промышленности, медицине 
и сельском хозяйстве. Даны критерии отбора культур-продуцентов для создания пробиотических препара-
тов. Рассмотрены основные практические аспекты их конструирования, касающиеся оценки антагонисти-
ческой активности, биосовместимости, стабильности фенотипических свойств штаммов пробиотических 
микроорганизмов. Приведены молекулярно-генетические методы идентификации и оценки стабильности 
свойств пробиотических культур.
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Recently huge interest of researchers, doctors and producers of agricultural production in probiotic preparations 
as application of probiotics is bound to the solution of various problems with health, increase in effectiveness of 
digestion, stimulation of body height and development is observed. In this article the scientifi c review of theoretical 
bases of creation of probiotic preperations is carried out – defi nition of probiotic preparations, their classifi cation 
is given, mechanisms of probiotic action are described. Practical aspects of probiotics application in the food 
industry, medicine and agriculture are shown. Selection criteria of cultures producers for creation of probiotic 
preparations are given. The main practical aspects of their constructioning concerning assessment of antagonistic 
activity, biocompatibility, stability of phenotypical properties of strains of probiotic microorganisms are considered. 
Molecular and genetic methods of identifi cation and assessment of stability of properties of pro-biotic cultures 
properties are given.
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Важным звеном в решении проблемы 
здорового питания является интенсифика-
ция животноводства, птицеводства и ры-
боводства, которая возможна только при 
принятии и неукоснительном исполнении 
концепции рационального кормления жи-
вотных. 

На фоне высокой обсемененности кор-
мов и различных объектов внешней среды 
условно-патогенными микроорганизмами 
происходит опережающее заселение ки-
шечника новорожденных животных энте-
робактериями и замедление процессов ко-
лонизации кишечной стенки, нормальной 
микрофлорой – молочнокислыми бактерия-
ми, бифидобактериями, пропионовокислы-
ми бактериями и энтерококками. Проблема 
профилактики и лечения желудочно-кишеч-
ной патологий у животных и птицы, возбу-
дителями которых являются условно-пато-
генные кишечные микроорганизмы, имеет 
не только экономическое, но и социальное 
значение. Экономические убытки от саль-

монеллеза в США оцениваются в 2 млрд 
долларов, в Канаде 300 млн долларов. В 
странах СНГ за последние 15 лет заболе-
ваемость людей и птицы сальмонеллезом 
возросла в 7 раз, при этом этиологическое 
значение S.enteridis в заболевании людей 
возросло на 30 %, у животных и птицы на 
75 %, а индикация возбудителя в продуктах 
питания увеличилась на 50 % [25].

Избыточное или неправильное при-
менение антибиотиков в животноводстве 
неизбежно приводит к накоплению их в 
сверхдопустимых количествах в основных 
продуктах питания, создавая угрозу для 
здоровья человека, вызывая дисбиозы, ал-
лергии, снижая иммунитет [44, 51, 64]. Все 
эти обстоятельства заставляют признать не-
обходимость использования нового поколе-
ния экологически безопасных препаратов, 
способных занять свое место в системе ме-
роприятий по обеспечению биологической 
защиты животных. 
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Использование кормов, обогащенных 
биологически активными кормовыми до-
бавками, натуральными продуктами с ле-
карственными свойствами, минеральными 
соединениями и витаминами позволяет 
предотвратить развитие многих патологий 
у животных [4, 63]. С этих позиций проби-
отики следует рассматривать как эффектив-
ную альтернативу антибиотикам, как часть 
рационального потенциала животных, под-
держания их здоровья и получения про-
дукции высокого качества, безопасной как 
в бактериальном, так и в химическом отно-
шении [9, 13, 34,48]. 

Пробиотики - живые микроорганизмы в 
форме моно- или смешанных культур; при 
употреблении в достаточных количествах 
пробиотики оказывают значительное поло-
жительное воздействие на здоровье хозяи-
на [11, 66]. Наиболее важными аспектами 
взаимодействия пробиотических штаммов 
с микрофлорой кишечника и организмом 
животного являются образование антибак-
териальных веществ, конкуренция за пита-
тельные вещества и место адгезии, измене-
ние микробного метаболизма (увеличение 
или уменьшение ферментативной активно-
сти), стимуляция иммунной системы, про-
тивораковое и антихолестеринемическое 
действия [6, 33].

Пробиотики сдерживают или лечат диа-
рею [44], антибиотикоустойчивую диарею 
[51], синдром раздраженной толстой киш-
ки [43, 59], воспалительные заболевания 
кишечника [52,53], вагинальные инфекции 
[68], атопический дерматит [67], аллергию 
[55], ревматоидный артрит [68], хрониче-
ский высокий уровень холестерина и рако-
вые образования [42, 56]. 

Принцип действия  пробиотиков заклю-
чается в следующем:

– антагонистическая активность по от-
ношеню к Escherichia coli, Staphilococcus 
aureus, Shigella sp., Salmonella typhimurium, 
enteritidis и др.

– продуцирование пищеварительных 
ферментов (амилаз, липаз, протеаз, пекти-
наз, эндоглюконаз);

– продуцирование рибофлавина и ами-
нокислот, в т.ч. незаменимых;

– способность синтезировать биологи-
чески активные вещества, стимулирующие 
развитие целлюлолитических руминокок-
ков, лактобацилл;

– антитоксическое действие, в т.ч. пода-
вление микотоксинов;

– иммуномодулирующее действие (ак-
тивация макрофагов, стимулирование вы-
работки интерферона, синтез  иммуногло-
булинов);

– восстанавливающее действие.

В последнее десятилетие концепция 
пробиотиков претерпела существенные 
изменения. Возросло внимание исследо-
вателей к структурным компонентам и 
продуктам метаболизма пробиотических 
микроорганизмов. Данные изменения свя-
заны с расширением представлений о био-
логической эффективности пробиотиков и 
обнаружении того факта, что структурные 
элементы клеток и их метаболиты в ряде 
случаев оказываются не менее эффектив-
ными [60]. 

Антибактериальная активность проби-
отиков обусловлена способностью проду-
цировать спирты, перекись водорода, мо-
лочную, уксусную и другие органические 
кислоты, синтезировать лизоцим и бакте-
риоцины широкого спектра действия (лак-
толин, низин, ацидофилин, лактоцид и др.). 
Они могут угнетать рост других видов так-
же за счет более высокого биологического 
потенциала, быстрого размножения и до-
стижения М–концентрации, более короткой 
lag–фазы, изменения рН или окислитель-
но-восстановительного потенциала среды. 
Пробиотики способны также синтезировать 
многие биологически активные вещества: 
такие как витамины, особенно группы В, 
соединения тетрапирольной структуры. 
Всасываясь в кровеносное русло, многие из 
них активно участвуют в энергетическом и 
витаминном обменах, играя важную роль в 
жизнеобеспечении организма хозяина [6]. 
Другой функцией пробиотиков является 
защита от патогенной микрофлоры, кото-
рая обеспечивается разными механизмами. 
Неспецифическую защиту кишечника от 
патогенных бактерий и вирусов, пробио-
тическая микрофлора, совместно с нор-
мофлорой кишечника, выполняет путем 
создания антагонистического барьера, так 
называемой колонизационной резистент-
ности кишечника. Вступая в тесный кон-
такт со слизистой оболочкой кишечника и 
покрывая поверхность толстым слоем, она 
механически предохраняет ее от внедрения 
патогенных микроорганизмов.

По мнению ряда исследователей [6, 
27, 58], чтобы быть включенными в груп-
пу пробиотиков, микроорганизмы должны 
соответствовать следующим критериям: 
предлагаемые для производства штаммы 
должны быть выделены от природных суб-
стратов; идентифицированы до вида по 
фено- и генотипическим признакам; иметь 
генетический паспорт; штаммы должны об-
ладать широким спектром антагонистиче-
ской активности в отношении патогенных и 
условно-патогенных микроорганизмов; не 
должны угнетать нормальный микробио-
ценоз; оказывать положительный эффект на 
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организм хозяина, например увеличивать 
противоинфекционную резистентность; 
иметь в своем составе жизнеспособные 
клетки или продукты их метаболизма; об-
ладать способностью к выживанию и жиз-
недеятельности в условиях кишечного ми-
кроокружения, например, микроорганизм 
должен быть резистентен к низким значени-
ям рН и органическим кислотам, к высокому 
содержанию желчи, солей натрия; должны 
быстро размножаться и/или адгезироваться 
на эпителиальных клетках кишечника с по-
следующей колонизацией; должны быть не-
патогенными и нетоксичными, безопасны-
ми для людей, включая иммунологическую 
безопасность; производственные штаммы 
должны быть стабильны по биологической 
активности, сохранять жизнеспособные 
бактерии в течение длительного срока хра-
нения и удовлетворять технологическим 
требованиям.

Указанным критериям в наибольшей 
степени соответствует автохтонная группа 
содружественных микроорганизмов, вклю-
чающая такие постоянные обитатели ки-
шечной экосистемы, как лакто- и бифидо-
бактерии, кишечная палочка. Так, наиболее 
часто в состав пробиотиков входят микро-
организмы, безопасные для здоровья че-
ловека и животных, обладающие широким 
спектром протективных свойств, в частно-
сти, бифидобактерии видов Bifi dobacterium 
adolescentis, Bif. bifi dum, Bif. langum, Bif. 
globosum, Bif. thermophilus; молочнокис-
лые бактерии Lactobacillus acidophilus, L. 
planlarum, L. bulgaricus. L. rhamnosus, L. 
fermentum; стрептококки Streptococcus 
faecium, Str. lactis diastaticus; Escherichia 
coli. Пробиотические эффекты могут быть 
вызваны и некоторыми группами аллох-
тонных микроорганизмов. Примером тому 
служит пробиотическое использование 
культуры дрожжей Saccharomyces boulardii, 
которые не являются нормофлорой же-
лудочно-кишечного тракта человека, но 
вместе с тем способны предотвращать по-
вторение псевдомембранозного колита, 
вызываемого Clostridium diffi cile. [29]. Не-
которые представители обширной группы 
спорообразующих бактерий — Bacillus, 
Brevibacillus, Clostridium, Sporolactobacillus 
— способны предотвращать кишечные рас-
стройства и порой даже в большей степени, 
чем традиционные пробиотики на основе 
лакто- и бифидобактерий ]. Однако, приме-
нение спорообразующих бактерий в каче-
стве пробиотиков, особенно для потребите-
лей с ослабленным иммунитетом, вызывает 
большие споры среди исследователей. Ос-
новными, вызывающими опасение ученых, 
факторами являются родство спорообра-

зующих бактерий Bacillus subtilis, Bacillus 
licheniformis, Bacillus cereus van Toyi, 
Ruminococcus albus, Bacillus panthothenticus 
и других с патогенными и токсигенны-
ми видами, такими как Bacillus anthracis, 
Clostridium рerfringens, С.botulinum, а также 
то, что они в большинстве чужеродны ми-
крофлоре кишечного тракта [29].

В настоящее время все микробные кор-
мовые добавки в соответствии с Директи-
вой № 70/254/EEC Европейского союза и 
руководящими принципами Научного ко-
митета по питанию животных (Scientifi c 
Committee on Animal Nutrition — SCAN) 
подвергаются детальной оценке на без-
опасность с целью получения гарантий на 
предмет их безвредности как для самих 
животных, так и для потребителей живот-
ной продукции. Вся концепция безопасно-
сти пищи SCAN — в емкой формуле: «от 
фермы к вилке» (from the Farm to the Fork). 
Особое внимание уделяется тестированию 
микроорганизмов на присутствие переда-
ющихся маркеров устойчивости к антибио-
тикам и продукции вредных метаболитов. 
Недавно SCAN выступил с инициативой о 
внедрении концепции «Квалифицирован-
ного восприятия безопасности» (Qualifi ed 
Perception of Safety — QPS), которая по-
зволила бы штаммам с установленным без-
опасным статусом выходить на рынок без 
обширных испытаний. Вероятно, и далее 
Европейское агентство по безопасности 
пищевых продуктов (European Food Safety 
Authority, EFSA) будет играть центральную 
роль в регулировании пробиотиков как для 
людей, так и для животных. 

В связи вышеизложенным, становится 
актуальным особенный акцент разработчи-
ков пробиотиков для животноводства на ис-
пользование лактобактерий. Они безвредны 
для организма, у них отсутствует привыка-
ние при длительном употреблении, полно-
стью отсутствуют побочные явления. 

Известно, что молочнокислые бактерии 
продуцируют вещества с антимикробной 
активностью (такие, как органические кис-
лоты, диацетил, перекись водорода, реуте-
рин, реутерициклин, антифунгальные пеп-
тиды и бактериоцины). Среди них, особое 
место, занимают бактериоцины, рибосо-
мально синтезируемые экстрацеллюлярные 
пептиды или белковые молекулы с бактери-
оцидным или бактериостатическим меха-
низмом действия по отношению к близко-
родственным видам микроорганизмов [30]. 
Дальнейшие исследования показали их ан-
тибактериальную активность против более 
филогенетически отдаленных грампозитив-
ных и иногда против грамнегативных бак-
терий.. Спектр ингибирования некоторых 
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бактериоцинов включает микроорганизмы, 
вызывающие порчу продуктов и/или распро-
страняющиеся через пищу (Campylobacter 
jejuni, Listeria monocytogenes, Salmonella 
typhimurium и др.). В настоящее время 
изучено и охарактеризовано много раз-
личных типов бактериоцинов МКБ, но 
самыми известными являются низин, лак-
тицин, энтероцин, педиоцин и плантарицин 
[5,30,49,57]. Бактериоцины молочнокислых 
бактерий рассматриваются как безопасные 
натуральные презерванты или, биоконсер-
ванты, относящиеся к группе безопасных 
веществ или, так называемой GRAS-группе 
(generally regarded as safe).

Лактобактерии имеют способность  сор-
бировать  вещества, вызывающие аллерги-
ческие реакции и гиперчувствительность  
к компонентам  корма. Они участвуют в 
формировании феномена «оральной толе-
рантности» к пищевым антигенам, то есть 
помогают организму при пищевых аллер-
гиях. Микроорганизмы  поддерживают  гу-
моральный и клеточный иммунитет, стиму-
лируют выделение лизоцима,  активируют 
фагоцитоз, что повышает общий уровень  
защиты организма от инфекций [62]. По-
следние исследования  показали, что лакто-
бациллы могут помогать в борьбе с некото-
рыми видами рака [3, 42].

Ацидофильные лактобактерии поддер-
живают состояние прямой кишки и пред-
упреждают ее воспаление, дивертикулит 
(образование в слизистой оболочке кишки 
«карманов» из лишней ткани), синдром раз-
драженного кишечника. 

Выполняющие защитную и детоксици-
рующую функцию в организме человека, 
участвующие в симбиозах как с животными, 
так и с растениями, лактобактерии интен-
сивно используются в производствах про- и 
пребиотических продуктов; продуктов, не-
традиционно обогащенных молочнокислы-
ми бактериями, например, таких как моро-
женое, соевый йогурт, шоколад, овощные 
лактоферментированные соки; натуральные 
пищевые консерванты; а также применяют-
ся в медицине как лечебные средства, кото-
рые при попадании в желудочно-кишечный 
тракт быстро адаптируются и возобновляют 
активный метаболизм [22, 39, 40, 47, 50, 61]. 

Разнообразие разрабатываемых проби-
отиков быстро растет благодаря широкому 
использованию микробных генетических 
ресурсов, доступность которых во многом 
связана с эффективной работой биологи-
ческих коллекций, сохраняющих и изуча-
ющих микробное разнообразие, а также с 
развитием методологии генетической и 
метаболической инженерии [2]. В настоя-
щее время по сведениям Всемирного цен-

тра насчитывается свыше 500 коллекций 
микроорганизмов различного профиля, и 
число их продолжает расти, а фонды до-
стигают десятки тысяч культур микроор-
ганизмов [15]. В мировой практике нако-
плением, хранением и распространением 
сведений о культурах микроорганизмов 
занимаются более чем в 60 странах, из ко-
торых 19 государств являются участниками 
Будапештского Договора о международном 
признании депонирования микроорганиз-
мов. Многие коллекции получили статус 
международных организаций, к ним отно-
сятся CNCM (Франция), DСSM (Германия), 
NCAIM (Венгрия), JFO (Япония), CBS (Ни-
дерланды), ВКМ, ВКПМ, ВНИНА, ВНИИ-
Генетика (Россия). ССАР, CMCC, ECACC, 
NCIB, NCTC, NCYC (Великобритания), 
ARS (NRR), ATCC, IVI (США) и данное 
направление микробиологии занимает при-
оритетное положение [23, 41, 54, 65]. 

В Казахстане, кроме РГП «Республикан-
ская коллекция микроорганизмов» КН МОН 
РК, основанной в 2001 году, существует 12 
коллекций микроорганизмов, поддерживае-
мых в научно-исследовательских организа-
циях, в том числе в Казахском НИИ перера-
батывающей и пищевой промышленности. 

Коллекция микроорганизмов Казах-
ского НИИ перерабатывающей и пищевой 
промышленности постановлением Пра-
вительства республики Казахстан № 830 
от 30 июля 2002 года «О республиканской 
коллекции микроорганизмов» определена 
Депозитарием промышленных микроорга-
низмов. В настоящее время в коллекции на 
хранении и исследовании находится 2022 
культуры микроорганизмов для перераба-
тывающей и пищевой промышленности 
(молочнокислые бактерии, дрожжи и др.). В 
коллекции КазНИИППП к настоящему вре-
мени генотипировано 80 наиболее ценных 
штаммов молочнокислых бактерий и дрож-
жей, все эти культуры, имеют генетические 
паспорта, что является наиболее важной 
отличительной характеристикой нашей 
коллекции. Богатые генетические ресурсы 
коллекции являются основой прикладных 
исследований по изучению межштаммовых 
взаимодействий микроорганизмов, в том 
числе молочнокислых бактерий, созданию 
консорциумов и заквасок на их основе для 
хлебопекарной и молочной промышленно-
сти, пробиотических препаратов для сель-
скохозяйственных животных, птиц и рыб, 
биопрепаратов для силосования кормов [18, 
35, 37, 38, 46]. Наличие коллекции микро-
организмов при разработке пробиотических 
препаратов способствует интенсификации 
поисковой части работы, исключает дубли-
рование исследований, в частности, рутин-
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ное выделение и длительную идентифика-
цию необходимой культуры из различных 
источников, проводящихся в институтах и 
лабораториях [15, 16].

Немаловажным аспектом отбора куль-
тур для конструирования пробиотиков явля-
ется изучение межштаммовых взаимодей-
ствий молочнокислых бактерий. Процесс 
синтеза бактериоцинов контролируется и 
синхронизируется межклеточными комму-
никативными взаимодействиями («чувство 
кворума») и является механизмом, позво-
ляющим изменять плотность клеточной по-
пуляции [24]. Особую значимость изучение 
антагонистических свойств лактобацилл 
приобретает в свете внедрения в технологи-
ческие циклы метода совместного культи-
вирования микроорганизмов. 

Для первичного исследования природы 
антагонистической и бактериоцинногенной 
активности пробиотических культур, наря-
ду с традиционным методом отсроченного 
антагонизма, рекомендуется использовать 
метод диффузии в агар [20], с небольшой 
модификацией. Для устранения ингибиру-
ющей активности, обусловленной органи-
ческими кислотами, рН супернатанта куль-
туральной жидкости исследуемого штамма 
доводят до значения рН 6,0 добавлением 
1 М NaOH. Для ликвидации перекиси во-
дорода в супернатант добавляют каталазу 
в конечной концентрации 1 мг в 1 мл. По-
ложительным результатом на присутствие 
бактериоцина в супернатанте считается 
наличие зоны ингибирования роста тест-
культуры для определения антибиотиче-
ской активности (например, Bacillus subtilis 
ATCC 6633) вокруг лунки c рН 6,0 и в при-
сутствии каталазы. Установка мембранной 
ультрафильтрации Vivafl ow 50 (Sartorius, 
Германия) позволяет провести первичное 
разделение супернатанта, содержащего бак-
териоциногенное вещество на фракции с 
различной молекулярной массой (30000Д, 
10000 Д и 5000Д) и определить их соот-
ношение. Определение во фракциях рас-
творимого белка подтверждает пептидную 
природу бактериоцинов, а прогревание на 
водяной бане при 700С в течение 10 минут 
позволяет оценить термостабильность бак-
териоциногенных фракций [35]. 

Более точную и тонкую идентификацию 
бактериоцинов, в зависимости от целей и 
задач исследования, следует проводить мо-
лекулярно-генетическими методами [9].

В настоящее время на рынке пробиоти-
ков востребованы комбинированные препа-
раты. Входящие в комплексный пробиотик 
штаммы бактерий объединяются в консор-
циум по способности штаммов продуциро-
вать различные ферменты, биологически 

активные вещества так, чтобы они допол-
няли или усиливали друг друга по биологи-
ческой активности. Особую значимость из-
учение биосовместимости, т.е. способности 
к совместному культивированию или хра-
нению (межштаммовых антагонистических 
взаимодействий) микроорганизмов приоб-
ретает в свете внедрения в технологиче-
ские циклы метода совместного культиви-
рования, который является перспективным 
при создании препаратов и продуктов на 
основе нескольких штаммов микроорганиз-
мов. Перспективными в этом отношении 
можно считать штаммы бактерий, которые 
обладают выраженным антагонизмом к па-
тогенным и условно-патогенным микроор-
ганизмам и средним уровнем антагонизма к 
другим штаммам этого же рода. Наиболее 
простым и удобным методом изучения био-
совместимости пробиотических культур, на 
наш взгляд, является метод наложенных ка-
пель на твердой среде МРС-4 для лактоба-
цилл и на агаризованной ГМС для бифидо-
бактерий, предложенный Н.А. Глушановой 
[12]. Культуры считают биосовместимыми 
в случае обнаружения полного «слияния» 
пятен (рис. 1, А), или усиления роста иссле-
дуемых штаммов в зоне совместного куль-
тивирования (мутуализм, синергизм, сател-
лизм) (рис.1, В).

Между молочнокислыми бактериями 
существуют симбиотические связи, при 
которых лактобациллы могут расти в ассо-
циативных средах, бедных ростовыми ве-
ществами, взаимно дополняя потребности 
друг друга . Также при совместном культи-
вировании биосовместимых штаммов до-
стигается цель создания консорциума, обла-
дающего усиленным комплексом свойств, 
присущих отдельным штаммам. Накопле-
ние молочной кислоты одними штаммами 
способствует синтезу веществ - пробио-
тиков другими штаммами, что усиливает 
антимикробную активность консорциума в 
отношении патогенной микрофлоры.

В связи с этим, актуальным является из-
учение механизмов формирования ассоциа-
ции пробиотических культур, определение 
динамики развития отдельных штаммов в 
консорциуме. Здесь возникает вопрос об 
идентификации и контроле культур молоч-
нокислых бактерий непосредственно в по-
ливидовой культуральной жидкости, т.е. без 
выделения чистых культур. При идентифи-
кации лактобацилл только с использовани-
ем стандартных микробиологических те-
стов могут возникнуть трудности [1].

Альтернативой классической биохи-
мической идентификации могут служить 
иммунологические и генетические мето-
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ды–ИФА, МФА, методы на основе полиме-
разной цепной реакции [8, 19, 26]. 

Молекулярно-генетическая характери-
стика молочнокислых бактерий необходима 
для проведения идентификации культур на 
этапе подбора штаммов-продуцентов в со-
став пробиотиков, для контроля стабиль-
ности штаммового состава на всех этапах 
производства препаратов. Наиболее рас-
пространенными методами применяемыми 
для уточнения видовой принадлежности 
культур в составе пробиотических препа-
ратов является генетическая идентифика-
ция штаммов методом определения прямой 
нуклеотидной последовательности фраг-
мента 16s rRNA гена. Однако, учитывая 
высокую консервативность нуклеотидной 
последовательности 16s rRNA гена, фило-
генетический анализ не всегда позволяет 
провести четкую видовую дифференциа-
цию штаммов [8, 36]. Полученные данные 
о молекулярно-генетической структуре ис-
следованных штаммов необходимо вносить 
в генетические паспорта штаммов и ис-
пользовать для контроля структуры и ста-
бильности препарата-пробиотика в произ-
водстве.

Учитывая тот факт, что молочнокислые 
бактерии разных видов отличаются анти-
генной обособленностью, наиболее про-
стым и удобным для видовой дифферен-
циации лактобацилл в процессе создания 
консорциума пробиотических культур яв-
ляется использование метода люминесци-
рующих антител (непрямой способ Кунса) 
[1, 17]. На примере создания полиштаммо-
вого пробиотика «Биоконс» показано, что 
при обработке препаратов консорциума 
молочнокислых бактерий иммунными го-
мологичными сыворотками против одного 
вида лактобацилл при микроскопировании 
видны клетки со светящимся ярким зеле-
ным ободком по краю, центр клеток имеет 

темный фон, в поле зрения также трудно 
различимы темные клетки без ободка. Та-
ким образом, в препарате люминесцируют 
и выявляются только молочнокислые бакте-
рии одного вида гомологичные используе-
мой сыворотке. В контроле негомологиче-
ские сыворотки не окрашивают культуры, 
что свидетельствует о специфичности ис-
пользуемого метода, наблюдение в темном 
поле окрашенных клеток подтверждает, что 
используемый консорциум состоит из че-
тырех различных видов лактобацилл, отли-
чающихся морфологически. Наблюдение в 
темном поле за динамикой изменения видо-
вого соотношения культур Lb. plantarum 2, 
Lactobacillus fermentum – 104, Lactobacillus 
casei var. alactosus – 22, Lactobacillus brevis– 
67 в консорциуме показали, что соотноше-
ние культур консорциума меняется на про-
тяжении всех 48 часов культивирования 
(рисунок 2). 

Так, при засеве (0 часов), соотношение 
культур составляет 1:1:1:1. После 12 часов 
совместного роста, культура Lb. plantarum 2 
начинает превалировать над другими куль-
турами и к 24 часам культивирования ее 
количество составляет 2/3 всех клеток кон-
сорциума. После 36 часов культивирования 
доля клеток Lb. plantarum 2 в консорциуме 
начинает уменьшаться и к 48 часам соотно-
шение культур снова возвращается к значе-
нию-1:1:1:1.

Таким образом, для получения стабиль-
ной смешанной культуры с заданным соот-
ношением штаммов, необходимо проводить 
культивирование не менее 48 часов. Полу-
ченные результаты свидетельствуют также 
о том, что для дифференциации отдельных 
видов молочнокислых бактерий в ассоциа-
тивных культурах, метод люминесцирую-
щих (или флуоресцирующих) антител дает 
положительные результаты. Этот метод по-
зволяет определять видовой состав и уста-

  
А                                                                                   В

Рис. 1. Характер роста колоний у биосовместимых штаммов (А-«слияние» пятен у штаммов 
Lb. casei 22 и Lb. casei 104; В- усиление роста в зоне совместного культивирования у штаммов 

Saccharomyces cerevisiae ЛВ и Lactobacillus paracasei 2)
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навливать количественное соотношение 
штаммов в исследуемом консорциуме при-
мерно через час после отбора проб. 

Таким образом, иммунологическая си-
стема детекции лактобацилл на основе 
МФА обладает высокой чувствительностью 
и специфичностью, являясь в то же время 
достаточно простой и доступной, напри-
мер, в сравнении с ПЦР-методиками. 

Известно, что молочнокислые бактерии 
отличаются высокой нестабильностью сво-
их свойств и для них характерно появление 
в популяции особей, отличающихся от ис-
ходного типа внешним видом и структурой 
колоний, а также наследственно закреплён-
ными изменениями некоторых морфоло-
гических, культуральных и биологических 
свойств. 

Рис. 2. Динамика соотношения клеток 
лактобацилл консорциума в процессе 

культивирования (%) 

При этих изменениях основные таксо-
номические характеристики данного вида 
обычно сохраняются. Соотношение актив-
ных и неактивных клеток определяет актив-
ность популяции в целом. 

Распространенным методом косвенного 
определения активности молочнокислых 
бактерий является применение индикато-
ров-красителей, восстановленные формы 
которых под действием ферментов микро-
организмов изменяют окраску. Известна 
методика определения активности молоч-

нокислых бактерий по скорости перехода 
голубой окраски метиленовой сини (0,01% 
р-р) в бесцветную [1]. 

Контроль стабильности генома проби-
отических культур в процессе длительного 
использования и хранения можно проводить 
с использованием ISSR-маркеров[10,45].. В 
наших исследованиях показано применение 
9 ISSR маркеров: M2-(ac)8ctg, M3-(ga)8(ct)
c, M4-(ag)8(ct)c, M5-(at)8, M7-(cag)5, M8-
(gtg)5, UBC 840- (ga)8ayt, UBC 855 – (ac)8cyt, 
UBC 881 – ggg-tgg-ggt-ggg-gtg для оценки 
молекулярно-генетической стабильности 
17 штаммов бактерий рода Lactobacillus, 
Lacyococcus и Bifi dobacterium: Lactobacillus 
acidophilus ББ-15; Lb. acidophilus КГ-5; 
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricum AM-1;Lb. 
delbrueckii subsp. lactis СГ-1; Lb. brevis-67; 
Lb. brevis-8; Lb. caseivar.alactosus -22; Lb. 
fermentum -96; Lb. fermentum – 104; Lb. 
plantarum -2; Lb. acidophilus 3КН-2; Lb. 
acidophilus КН-1; Lb. acidophilus КМ-2; 
Lactococcus lactis subsp. cremoris TM-5; 
Lc. lactis subsp. lactis K-8; Bifi dobacterium 
bifi dum S; Bifi dobacterium bifi dum H, выде-
ленных из зернового субстрата, муки, мо-
лока и молочной продукции, хранящихся 
в генбанке в лиофильно-высушенном виде 
в течение 10 лет. Изучен аллельный поли-
морфизм ISSRлокусов, всего получено 396 
ампликонов. Установлено, что после 10 лет 
хранения в коллекции КазНИИППП, толь-
ко у 4 штаммов Lb. brevis-67, Lb. casei var. 
alactosus -22, Lactobacillus acidophilus ББ-
15 и Lb. delbrueckii subsp. bulgaricum AM-1 
наблюдались изменения в геноме во фраг-
ментах ДНК размером от 700 до 2000 п.н. 
Биохимические исследования показали, что 
изменения в ДНК этих лактобацилл не за-
тронули структурные гены, влияющие, на-
пример, на один из фенотипических призна-
ков – активность кислотообразования. Все 
изучаемые штаммы в период десятилетнего 
хранения сохраняли свою активность и вы-
сокий титр клеток на одном уровне.

Научное обоснование конструирова-
ния пробиотических препаратов основа-
но на анализе взаимоотношений макро- и 
микроорганизма. Развитие фундаменталь-
ных исследований симбиотических взаи-
модействий организма и его микробиоты 
получило новое направление в связи с по-
явлением представлений о существовании 
бактерий в виде биопленок, что определило 
уточнение роли пробиотиков и особенно - 
кормового назначения [14]. В настоящее 
время активно развивается представление 
о кишечной микробиоте как о самосто-
ятельном «органе», который в виде био-
пленки покрывает стенку кишечника [28]. 
Сложившаяся в ходе развития организма 
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биопленка - прочная система, препятству-
ющая внедрению чужеродных штаммов. 
Коллективный иммунитет биопленки ки-
шечника не позволяет в полной мере осу-
ществлять коррекцию дисбактериозов с 
помощью препаратов живых культур про-
биотиков - бифидобактерий, лактобацилл, 
энтеробактерий, поскольку промышленные 
штаммы микроорганизмов вследствие био-
логической несовместимости не могут вой-
ти компонентом в биопленку, и пополняют 
пул транзиторных бактерий. 

На сегодняшний день существуют 5 ти-
пов пробиотических препаратов :

1 тип - Монокомпонентные препараты, 
содержащие один штамм бактерий.

2 тип - Самоэлиминирующиеся антаго-
нисты, к которым относятся представители 
рода Bacillus.

3 тип - Комбинированные препараты, 
состоящие из нескольких штаммов бакте-
рий (поликомпонентные или включающие 
добавки, усиливающие их действие).

4 тип - Иммобилизованные на сорбенте 
живые бактерии.

5 тип - Пробиотики в виде биопленки на 
твердом носителе.

Определяющим фактором эффектив-
ности пробиотиков во многом являются 
технологии получения этих препаратов. 
Современный подход к разработке про-
биотических препаратов подразумевает, 
во-первых, применение различных видов 
микроорганизмов в определенных сочета-
ниях, во-вторых, выпуск их в форме, допу-
скающей длительное хранение при обыч-
ной температуре, и в-третьих, не теряющих 
своих свойств при внесении их в процессе 
производства комбикормов и кормовых до-
бавок. 

В настоящее время на рынке пробиоти-
ков востребованы комбинированные препа-
раты. Входящие в комплексный пробиотик 
штаммы бактерий объединяются по способ-
ности штаммов продуцировать различные 
ферменты, биологически активные веще-
ства так, чтобы они дополняли друг друга 
по биологической активности. Кроме того, 
для получения новых поликомпонентных 
биологически активных препаратов комби-
нируют пробиотики с пребиотическими ве-
ществами. 

Пребиотики — это класс препаратов для 
регуляции кишечной микрофлоры, который 
приобретает все большую популярность. 
Пребиотики — субстраты, стимулирующие 
естественную микрофлору толстого отдела 
кишечника, не перевариваются и не всасы-
ваются в желудке и тонкой кишке. Попадая 
в толстый отдел кишечника, пребиотики ис-
пользуются в качестве питательной среды 
для нормальной микробиоты [52, 61].

Препараты в сухой форме имеют ряд 
положительных черт, например длительный 
срок годности, удобство хранения и реали-
зации. Но процесс лиофилизации бактерий 
оказывает негативное влияние на структуру 
их поверхностных белков, активность адге-
зии, а также приводит к разрушению цен-
ных бактериальных метаболитов.

К прогрессивным формам препаратов 
нового поколения относятся сорбирован-
ные (иммобилизованные) формы пробиоти-
ков. Сорбированные пробиотики содержат 
бактерии, иммобилизованные на частицах 
твердого сорбента. 

 Иммобилизованные пробиотики имеют 
ряд принципиальных положительных отли-
чий от традиционных форм. За счет хими-
ческих и электростатических сил взаимо-
действие таких форм со стенкой кишечника 
выше. Иммобилизованная форма пробио-
тического препарата позволяет существен-
но повысить защиту микроорганизмов при 
прохождении через кислые условия желуд-
ка, где обычные препараты, содержащие ли-
офильно высушенные клетки пробиотиков, 
теряют более 90 % жизнеспособности. Это 
позволяет им беспрепятственно достигать 
нижних отделов пищеварительного тракта. 
Сорбенты, входящие в состав препаратов-
пробиотиков, активно «собирают» токси-
ческие продукты при движении в просвете 
кишечника и принимают на себя их дренаж-
но-детоксикационную и иммунную функ-
ции [31]. За счет комплексного действия 
высвободившихся пробиотических микро-
организмов и реализации собственных 
свойств сорбента-носителя инициируется 
репарация слизистой кишечника [21].

Известны исследования по констру-
ированию жидкой формы иммобили-
зованных пробиотиков, оказывающих 
комплексное воздействие за счет положи-
тельного влияния сорбционной составля-
ющей и пробиотических культур. Жидкая 
форма пробиотиков способствует реализа-
ции положительных свойств штаммов-про-
дуцентов в полной мере, так как их клетки 
находятся в активном физиологическом со-
стоянии, эффективно взаимодействуют со 
слизистой кишечника; кроме того, в жидкой 
среде сохраняются все бактериальные мета-
болиты [7, 32].

Разработка биотехнологий образова-
ния пробиотиками биопленок на твердом 
носителе - новое направление получения 
пробиотических препаратов повышенной 
биологической эффективности. Получение 
биопленки пробиотика позволяет не толь-
ко повысить жизнеспособность клеток в 
неблагоприятных условиях высушивания, 
грануляции и т.п., но и адаптировать попу-
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ляцию пробиотических микроорганизмов к 
условиям жизнедеятельности в кишечнике. 

В целом пробиотики положительно вли-
яют на организм хозяина, способствуют 
восстановлению пищеварения, биологиче-
ского статуса, иммунного ответа, повыша-
ют эффективность вакцинаций. Примене-
ние пробиотиков существенно уменьшает 
расходы на лечение заболеваний у живот-
ных, повышает продуктивность последних 
и улучшает качество и безопасность гото-
вой животноводческой продукции. 
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