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Аннотация. Практическое применение пробиотических штаммов предполагает реализацию их 
антагонистической активности в отношении различных патогенов, включая дрожжеподобные грибы. 
Для скрининговой оценки наличия данной активности предложен метод совместного культивирова­
ния лактобацилл и грибов вида Candida albicans на твердой питательной среде при инокуляции про­
изводственного штамма лактобацилл вглубь питательной среды и штамма гриба - на ее поверхность 
с последующим инкубированием в аэробной атмосфере в течение 48 часов и подсчетом выросших 
колоний. В результате тестирования антагонистической активности пробиотического производствен­
ного штамма лактобацилл с помощью данного метода установлено достоверное по сравнению с кон­
тролем снижение количества колоний для всех взятых в опыт штаммов Candida albicans.
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Введение. Современные представления о роли и функциях нормальной микрофлоры макроор­
ганизма обусловливают необходимость пересмотра основ патогенеза многих заболеваний как инфек­
ционной, так и неинфекционной природы во многом вследствие открытых в последние годы эпигене­
тических механизмов их развития [1, 2]. Но пока результаты исследований в области эпигенетики не 
нашли широкого применения, ряд уже давно известных способов регуляции качественного и количе­
ственного состава нормальной микрофлоры остается актуальным, включая использование пробиоти­
ческих препаратов [3]. Одними из основных микроорганизмов в составе пробиотиков являются пред­
ставители рода Lactobacillus семейства Lactobacillaceae, призванные компенсировать дефицит собст­
венной микрофлоры пациента и подавлять патогенную микрофлору.

Использование пробиотиков регламентируются Международной программой устойчивого раз­
вития - обеспечения здоровья и физического благополучия людей, принятой в 2002 г. и продленной в 
доработанном виде до 2030 г. Одним из механизмов подавляющего действия пробиотических штам­
мов на бактериальную микрофлору является антагонистическая активность, обусловленная у лакто­
бактерий образованием органических кислот, перекиси водорода, бактериоцинов и других соедине­
ний, а в отношении грибковой микрофлоры она реализуется через образование гидроксипроизводных 
жирных кислот, бензойной кислоты, циклических дипептидов [4, 5, 6, 7]. Последняя особенно акту­
альна в настоящее время, учитывая рост частоты поражений, вызываемых условно патогенными гри­
бами на фоне давления антибиотиков на бактерии.

Для определения антагонистической активности применяют простые и более методическисложные 
методы. В целях скринингового исследования могут использоваться методы перевернутого или двухслой­
ного агара, имеющие, однако, ряд недостатков, заключающихся в получении низкой антагонистической 
активности тестируемых штаммов [8]. Комплексное изучение простых методик определения антагонисти­
ческой активности обусловило создание собственной методики скринингового определения антагонизма 
лактобацилл в отношении грибов рода Candida. Основой такого подхода стали сходные культуральные по­
требности обоих таксонов и частота их встречаемости в составе одних и тех же биотопов макроорганизма 
(полости рта, кишечника, нижних отделов половой системы и мочевыводящих путей).

Цель: определить антагонистическую активность пробиотического производственного штамма 
лактобактерий в отношении клинических штаммов Candida albicans с использованием собственного 
метода - совместного культивирования исследуемых штаммов на твердой питательной среде.

Материалы и методы исследования. В работе использованы пробиотический производствен­
ный штамм лактобацилл, выделенный из синбиотического препарата «Максилак бэби» («Genexo Sp. 
z.o.o.», Польша), и 10 клинических штаммов Candida albicans, выделенных из влагалищного отде­
ляемого беременных женщин.

Пробиотический штамм выделяли путем мерного посева 0,1 мл 10-кратного разведения про­
биотического препарата в стерильном физиологическом растворе хлорида натрия в 20 мл расплав­
ленного теплого лактобактагара в чашке Петри. Посевы инкубировали в аэробной атмосфере в тече­
ние двух суток. Изолированные колонии уколом бактериальной иглы пересевали в столбики лактоба- 
кагара и культивировали в течение двух суток в аэробной атмосфере. На основе агаровой культуры 
готовили суспензии в стерильном физиологическом растворе хлорида натрия для приготовления маз­
ков, окрашенных по методу Грама, постановки теста на каталазу с целью ориентировочного под­
тверждения выделения культуры лактобацилл. Клинические штаммы грибов выделяли путем посева 
вагинального отделяемого на агар Сабуро с последующей идентификацией видов по сахаролитиче­
ской активности, для чего использовали диски с углеводами («HiMedia Laboratories Pvt. Ltd», Индия) 
и питательный бульон с бромкрезоловым пурпурным («HiMedia Laboratories Pvt. Ltd», Индия). Анта­
гонистическую активность определяли методом двухслойного агара и собственным методом - куль­
тивированием опытных штаммов на одном агаровом слое. Для реализации метода двухслойного ага­
ра и собственной методики по 1 мл приготовленной в стерильном физиологическом растворе хлорида 
натрия суспензии (109 КОЕ/мл) двухсуточной агаровой культуры штамма лактобацилл вносили в дно 
стерильных чашек Петри диаметром 10 см и добавляли 12 мл расплавленного теплого стерильного 
лактоагара (производитель ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и 
биотехнологии», Россия), тщательно перемешивая вращением в горизонтальной плоскости питатель­
ную среду и культуру. Для метода двухслойного агара после застывания питательной среды с иноку- 
лированными лактобациллами ее повторно заливали вторым слоем в том же объеме. При выполнении 
собственного метода к 1 мл суспензии лактобацилл добавляли 24 мл расплавленного теплого лактоа­
гара. В обоих методах поверхность агара засевали 0,1 мл содержащей 100 КОЕ или 103 КОЕ 
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и приготовленной в стерильном физиологическом растворе хлорида натрия суспензией двухсуточных 
агаровых культур C. albicans. Посевы инкубировали в аэробной атмосфере в течение 48 ч, после чего 
подсчитывали количество колоний грибов при условии получения газонного роста лактобацилл в 
глубине среды. В качестве контроля использовали посевы чистых культур штаммов обоих видов.

О наличии антагонистической активности судили по достоверности различий между средними 
арифметическими значениями и их стандартными отклонениями (M ± s) количества колоний в кон­
троле и при совместном культивировании штаммов с вероятностью 95 % [9]. Эксперимент повторяли 
трижды для проведения указанной статистической обработки.

Результаты исследования и их обсуждение. При использовании метода двухслойного агара 
значения средних арифметических и их стандартных отклонений M ± s количества колоний 
C. albicans оказались достоверно ниже контрольных значений у 7 опытных штаммов (табл. 1), при 
этом данное снижение приблизилось к минимальному уровню антагонистической активности, оцени­
ваемому как 0,6 Lg лишь в отношении штамма № 6.

Таблица 1
Значения средних арифметических и их стандартных отклонений (M ± s) количества колоний C. albicans 

в контроле и при совместном культивировании лактобацилл и грибов

Номер 
штамма 

C. albicans

Количество колоний

Контроль штаммов 
C. albicans с посевом без 

лактобацилл, 
посев 0,1 мл суспензии 

штамма гриба

Культивирование C. albicans 
совместно с лактобацилла­
ми методом двухслойного 

агара, 
посев 0,1 мл суспензии 

штамма гриба

Культивирование C. albicans 
совместно с лактобацилла­
ми с использованием собст­
венного метода, посев 0,1 мл 

суспензии штамма гриба

с 100 КОЕ с 1000 КОЕ с 100 КОЕ с 1000 КОЕ с 100 КОЕ с 1000 КОЕ
№ 1 92,6 ± 6,0 Газон 50,3 ± 8,5* Газон Нет роста 64,0 ± 7,0*
№ 2 89,6 ± 8,5 Газон 38,6 ± 4,5* Газон Нет роста 87,0 ± 10,8*
№ 3 91,6 ± 10,0 Газон 82,6 ± 8,3 Газон Нет роста 91,0 ± 9,0*
№ 4 94,0 ± 7,0 Газон 74,0 ± 6,0 Газон Нет роста 91,6 ± 4,7*
№ 5 96,6 ± 5,6 Газон 34,4 ± 6,0* Газон Нет роста 7,6 ± 1,5*
№ 6 94,6 ± 4,0 Газон 21,3 ± 4,5* Газон Нет роста 13,3 ± 3,0*
№ 7 87,3±5,5 Газон 44,3 ± 8,7* Газон Нет роста 18,0 ± 6,0*
№ 8 89,3±4,5 Газон 59,0 ± 6,0* Газон Нет роста 28,0 ± 4,0*
№ 9 94,0 ± 8,0 Газон 56,6 ± 6,1* Газон Нет роста 71,6 ± 4,7*

№ 10 79,0 ± 7,0 Газон 55,3 ± 6,0 Газон Нет роста 62,3 ± 8,5*
Примечание: * - снижение количества колоний Достоверно по сравнению с контрольным значением, p < 0,05

При использовании собственного метода антагонистическая активность опытного штамма лак­
тобацилл была установлена в отношении всех опытных штаммов грибов C. albicans: количество ко­
лоний всех штаммов C. albicans при культивировании с лактобациллами оказалось достоверно ниже 
по сравнению с контролем, уровень активности, используемый P. Hutt и соавторами [10], согласно 
логарифму кратности снижения также соответствовал минимальному 0,6-3 lg с диапазоном значений 
в нашем случае - 0,852-1,685 (табл. 2).

Таблица 2
Значения десятичного логарифма (lg) кратности снижения количества КОЕ C. albicans 

при культивировании с лактобациллами по сравнению с посевом C. albicans без лактобацилл
Номер 

штамма
Значение lg, полученное при использовании 

метода двухслойного агара
Значение lg, полученное при использова­

нии собственного метода
№ 1 0,265 1,155
№ 2 0,365 1,01
№ 3 0,044 1,002
№ 4 0,103 1,009
№ 5 0,448 1,104
№ 6 0,647 0,852
№ 7 0,294 1,685
№ 8 0,179 1,503
№ 9 0,22 1,121

№ 10 0,154 1,105
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Таким образом, при использовании нового метода совместного культивирования отчетливо 
проявлялся антагонистический потенциал исследуемого штамма лактобацилл.

Заключение. Современные подходы к определению антагонистической активности лактоба­
цилл в отношении грибов могут быть основаны и на луночно-диффузионном методе, когда в среду со 
штаммом-мишенью диффундируют вещества из супернатанта бульонной культуры лактобацилл, и на 
модифицированном методе двухслойного агара [11, 12]. В последнем случае культуру грибов засе­
вают на второй слой агара, залитый на первый слой, в течение суток проинкубированный с культурой 
лактобацилл, при этом используемые среды могут быть неодинаковыми [13]. Представленный метод 
занимает меньше времени, поскольку штаммы выращиваются одновременно, поэтому он может быть 
использован для скрининговой оценки антагонистической активности пробиотических штаммов лакто­
бацилл в отношении штаммов Candida albicans, выделенных от пациентов, с целью прогноза эффектив­
ности применения лактобацилл in vivo. При необходимости можно продолжить подтитровку культур 
лактобацилл, если надо сравнить несколько пробиотических штаммов по антагонистической активности.

Недостатком данного метода может стать отсутствие преинкубирования лактобацилл в агаро­
вом слое, но при изучении активности супернатантов установлено, что их антимикробные вещества 
хорошо проникают в агар и подавляют рост штаммов-мишеней [14]. К тому же присутствие самого 
штамма-мишени может стимулировать процесс образования подавляющих факторов, к которым, по­
мимо перекиси водорода и лактата, относятся уксусная, гидроксифениллактическая, фениллактиче- 
ская, 3-фенилпропановая, 3-(4-гидроксифенил)пропановая и 5-оксопирролидин-2-карбоновая кисло­
ты, диацетил, ацетоин и неопознанные летучие вещества [15].

Интересным представляется тот факт, что антагонистическая активность лактобацилл против 
грибов носит штаммоспецифический и видоспецифический характер, то есть один штамм лактоба­
цилл не обязательно проявляет антагонистические свойства в отношении всех тест-штаммов грибов 
как одного, так и разных видов [16]. Производственные пробиотические штаммы бактерий могут 
быть более активными в спектре подавляемых видов по сравнению с клиническими штаммами про­
биотических бактерий [6].

Важно, что в литературе имеются сведения о различных типах взаимодействия в смешанных 
бульонных культурах между представителями рода Lactobacillus и грибами рода Candida, изучаемых в 
настоящее время и не обязательно носящих антагонистический характер, что может быть сведено к пе­
ресмотру концепции однонаправленного влияния штаммов одного вида микроорганизмов на другой вид 
(например, антагонизм лактобацилл - потенциальных штаммов-ингибиторов в отношении кандид - 
ожидаемых штаммов-мишеней) в концепцию взаимовлияния разных видов друг на друга [17, 18, 19].

В данном случае все штаммы C. albicans выступили в роли подавляемых из-за использования 
не клинического штамма, а производственных пробиотических штаммов лактобацилл, видовой со­
став которых в использованном синбиотике включает в себя 6 видов (Lactobacillus acidophilus, 
L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L. salivarius), при этом представители двух видов 
(L. rhamnosus и L. salivarius) характеризуются наибольшим антагонистическим потенциалом в мик­
рофлоре влагалища здоровых женщин [20].

Согласно полученным данным метод совместного культивирования может быть использован 
для определения наличия антагонистической активности лактобацилл в отношении штаммов грибов 
рода Candida.
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