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Теорія та експеримент

Ефективність використан-
ня біотерапевтичних препа-
ратів (БТП) сьогодні доведена
і дає позитивні результати в
різних галузях медицини. Біо-
терапевтичні препарати на ос-
нові мікробних культур усува-
ють негативні ефекти, що ви-
никають при застосуванні ан-
тибіотичних препаратів, і дис-
біотичні порушення в макроор-
ганізмі та сприяють відновлен-
ню автохтонної мікрофлори.
Через це збільшуються й по-
треби в біотерапевтичних пре-
паратах, висуваються підви-
щені вимоги щодо їхньої якості
та складу.

Механізм дії БТП обумовле-
ний здатністю лактобактерій
виживати як у кислому, так і в
лужному середовищі, ефек-
тивно адгезуватися на епітелії
слизової оболонки та колонізу-
вати її, продукувати антимік-
робні, антибіотикоподібні при-
родні речовини, стимулювати
імунну систему, пригнічувати
ріст і розвиток умовно-патоген-
ної флори. Дію БТП на основі
лактобацил на організм люди-
ни взагалі важко переоцінити,
сьогодні вони є найперспек-
тивнішими для лікування за-
пальних захворювань. Нашим
колективом розроблено комп-
лекс біотерапевтичних препа-
ратів на основі двох селекціо-

нованих штамів Lactobacillus
rhamnosus LB3 та Lactobacillus
murinus LE для використання
в отоларингології. Препарати
використовують для лікування
хворих на хронічний тонзиліт
та гаймороетмоїдит. Ефек-
тивність застосування вітчиз-
няних БТП обумовлена тим,
що вони створені на основі бак-
терій, які є представниками
нормальної флори людини,
виділені на території України,
біологічно близькі та сумісні з
лактобацилами — представ-
никами нормальної мікрофло-
ри макроорганізму.

Стабілізація лактобактерій
у препараті з метою збільшен-
ня термінів збереження та
якості препаратів — важлива
технологічна стадія при роз-
робці та виробництві препа-
ратів, що визначає термін їх
використання. Основний та
найпоширеніший спосіб вису-
шування — ліофільна сушка.
Але для стабілізації самих клі-
тин до складу препарату слід
вводити речовини, які підтри-
мують та підвищують основні
терапевтичні функції лакто-
бактерій. З огляду на літера-
турні дані (яких, на жаль, дуже
мало), як стабілізатори вико-
ристовуються органічні та неор-
ганічні речовини [1–3]. Для
стабілізації пробіотичних пре-

паратів досить часто викори-
стовують цукри (наприклад
лактозу) [4].

Матеріали та методи
дослідження

Об’єктами дослідження бу-
ли штами молочнокислих бак-
терій роду Lactobacillus: Lacto-
bacillus rhamnosus LB3  та
Lactobacillus murinus LE, які
досліджували на можливість
використання як основи для
створення пробіотичних пре-
паратів для отоларингології.

Штами виділені та селекціо-
новані на кафедрі промисло-
вої біотехнології факультету
біотехнології і біотехніки НТУУ
«КПІ», депоновані в депозита-
рії Інституту мікробіології і віру-
сології НАН України під № IBM
B-7038 (Lactobacillus rham-
nosus LB3) та № IBM B-7037
(Lactobacillus murinus LE).

Були використані такі ва-
ріанти захисних середовищ:

1. Глюкоза — 2 %, декстран
— 0,5 %; середовище викорис-
товувалося для культур Lacto-
bacillus rhamnosus LB3, Lactoba-
cillus murinus LE та їх суміші.

2. Глюкоза — 2 %, поліети-
ленгліколь — 2 %. Для куль-
тури Lactobacillus rhamnosus.

3. Глюкоза — 9 %, желатин
— 1 %. Для культури Lactoba-
cillus rhamnosus.
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4. Сахароза — 9 %, жела-
тин — 1 %. Середовище вико-
ристовувалося для культур
Lactobacillus rhamnosus, Lacto-
bacillus murinus та їх суміші.

Препарати на основі лакто-
бацил: «Лактолор» (Lactobaci-
llus murinus — найменування
LE) має об’єм 1 мл, кількість
клітин — 5·99 кл/мл; «Ацидо-
лор» (Lactobacillus rhamnosus
— найменування LB3) має
об’єм 1 мл, кількість клітин —
5·99 кл/мл; «Ацидолак» (Lac-
tobacillus murinus та Lactoba-
cillus rhamnosus) — об’єм 1 мл,
кількість клітин обох культур
— по 5·99 кл/мл, яка дорівнює
1·1010 кл/мл на флакон.

Ліофільне висушування про-
водили на установці УЗВ-10
(конструкція в модифікації Інс-
титуту мікробіології і вірусо-
логії) в такому режимі:

— початкова температура на
поличці з матеріалом –20 °С,
кінцева температура +25 °С;

— початкова температура в
десубліматорі –50 °С;

— тривалість висушування
30–40 год.

Метод визначення
антагоністичної активності
досліджуваних культур

Для вивчення антагоністич-
них властивостей досліджува-
них препаратів використовува-
ли модифіковану методику
визначення бактерицидної та
бактеріостатичної дії, що скла-
далася з таких етапів:

1. Розливали по 2 мл рідко-
го живильного середовища
(бульйон МРC) у стерильні
пробірки, в першу наливали
4 мл.

2. Після цього в пробірках
готували серію розведень пре-
парату: в пробірку з 4 мл жи-
вильного середовища МРС вно-
сили 1 стандартну дозу пре-
парату, потім з цієї пробірки пе-
реносили 2 мл суспензії в на-
ступну пробірку і т. д. Таким
чином, кожне наступне розве-
дення препарату було в 2 рази
меншим за попереднє.

3. Окремо готували сус-
пензії добових тест-культур.

Робили суспензії концентра-
цією 109 кл/мл за стандартом
каламутності ГІСК ім. Л. О.
Тарасевича на фізіологічному
розчині. В другу пробірку нали-
вали 9,9 мл фізіологічного роз-
чину, вносили туди 0,1 мл сус-
пензії 109 кл/мл і отримували
суспензію з густиною 107 кл/
мл.

4. Вносили в усі пробірки з
розведеннями препарату по
0,1 мл суспензії тест-культур
(107 кл/мл) та залишали на
24 год у термостаті для одно-
часного культивування разом
з контрольними, що не місти-
ли препарату.

Після інкубації з усіх про-
бірок висівали по 0,1 мл суспен-
зії на відповідні щільні живиль-
ні середовища. Вміст умовно-
патогенної флори визначали
підрахунком кількості колоній,
що виросли. Концентрація
препарату, при якій виростало
не більше 10 колоній тест-
культур, розглядалась як мі-
німальна бактерицидна або
бактеріостатична концентра-
ція (загибель 99,9 % клітин
тест-культури).

Тест-культури

В роботі використовували
мікроорганізми тест-культури,
виділені від хворих на хроніч-
ний тонзиліт та гаймороетмої-
дит: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Pseudomonas aerugi-
nosa, Candida albicans.

Живильні середовища

Штам Lactobacillus rhamno-
sus LB3 вирощували при 37–
38 °С 24–48 год на рідкому та
щільному агаризованому сере-
довищі МРС (середовище Де
Мана та співробітників) [5] та-
кого складу (г/л): дріжджовий
екстракт — 10; м’ясна вода —
100 мл; пептон — 10; глюкоза
— 20; лимоннокислий амоній
— 2,0; оцтовокислий натрій —
5,0; K2HPO4 — 2,0; MgSO4·7H2O
— 0,2; MnSO4·4H2O — 0,05;
вода дистильована — 1 л, pH
до стерилізації 6,6–6,8 (після
стерилізації — 6,2–6,6). Для

отримання напіврідкого сере-
довища додавали 0,5 % агару,
для щільного — 2 % агару.

Середовище Сабуро для
дріжджеподібних грибів мало
склад (г/л): 10,0 пептону; 40,0
глюкози; вода — до 1 л, для
отримання щільного середови-
ща додавали 18 г агару. Сере-
довище Ендо (для виділення
грамнегативних бактерій) ма-
ло склад (г/л): 26,5 живильно-
го агару; 0,22 фуксину; 10,7 мо-
лочного цукру; 0,48 динатрію
фосфату; 0,83 сульфіту на-
трію; 0,3 натрію вуглекислого.
М’ясопептонний агар (МПА):
21 г живильного агару на 1 л
дистильованої води. М’ясопеп-
тонний бульйон (МПБ) — ви-
робництво НПО «Живильні
середовища» (Махачкала).
Кров’яний агар: готували МПА
і додавали 10 мл крові.

Результати дослідження
та їх обговорення

Антагоністичний вплив пре-
паратів із різними варіантами
захисних середовищ на основі
клітин Lactobacillus rhamnosus
LB3 по відношенню до умовно-
патогенних мікроорганізмів ви-
являвся найповніше з четвер-
тим варіантом наповнювача
захисного середовища. Пре-
парат, у складі якого були глю-
коза 2 % та декстран 0,5 %,
проявляв антагоністичну дію
тільки проти E. coli, по відно-
шенню до інших тест-культур
антагонізму лактобактерій не
було. Препарати, які містили
другий і третій варіанти напов-
нювачів захисних середовищ,
проявляли активність тільки до
S. aureus та E. coli, до інших
культур антагонізму не зафік-
совано (табл. 1). Це свідчить
про те, що на антагоністичну
активність лактобактерій у лі-
карській формі суттєво впли-
ває захисне середовище для
сублімаційного висушування,
яке має підтримувати життє-
здатність лактобактерій і збе-
рігати концентрацію клітин у
препараті. Однією з можливих
причин втрати активності куль-
тури може бути те, що поліети-
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ленгліколь адсорбує клітини
лактобацил, знижуючи їх кіль-
кість у препараті. Також при
ліофільному висушуванні клі-
тини надмірно зневоднюють-
ся, що є фактором іхньої заги-
белі. Як захисне середовище
для препарату на основі шта-
му LB3 можна запропонувати,
виходячи з досліду, сахарозо-
желатинний наповнювач.

Препарат на основі селек-
ціонованого штаму LE виявляв
найбільшу антагоністичну ак-
тивність по відношенню до на-
ведених тест-культур у складі
захисного середовища з саха-
розою 10%-ю та желатином
1%-м (табл. 2). З іншими ва-
ріантами наповнювачів антаго-
ністична здатність цього шта-
му втрачалася або виявляла-
ся не повністю. Отже, спосте-
рігається тенденція, як з пре-
паратом на основі Lactoba-
cillus rhamnosus LB3. Варіант
наповнювача з декстраном є
більш складним живильним
субстратом, що призводить до
гальмування розвитку лакто-
бактерій при вживанні препа-
рату. Желатин є ініціатором
розвитку лактобацил, тому спо-
стерігалося підвищення актив-
ності по відношенню до S. aureus
та E. coli, бактерицидна кон-
центрація 0,625·109 кл/мл.

Препарат на основі двох
штамів лактобацил Lactoba-
cillus rhamnosus LB3 та Lacto-
bacillus murinus LE  не від-
різнявся від монопрепаратів
лактобацил щодо збереження
антагоністичної здатності на
100 % по відношенню до умов-
но-патогенних мікроорганізмів
у складі четвертого варіанта за-
хисного середовища (табл. 3).
Наповнювач із сахарозою та
желатином, можливо, підтри-
мує активність лактобацил за
рахунок того, що є поживним ком-
понентом і використовується
культурами на перших етапах
застосування препарату. Пер-
ші три варіанти стабілізаторів
пригнічують антагоністичні
властивості препарату на ос-
нові двох селекціонованих
штамів LE та LB3. Цей факт

може бути пов’язаний із втра-
тою життєздатності культур,
що зумовлює зменшення кон-
центрації культур лактобацил
у препараті.

Препарати на основі селек-
ціонованих штамів лактоба-
цил після сублімаційного вису-
шування з четвертим варіан-
том захисного середовища
(сахароза, желатин) зберігали

високу антагоністичну актив-
ність по відношенню до пато-
генних мікроорганізмів, збуд-
ників запальних захворювань
верхніх дихальних шляхів
(ВДШ). Сублімаційне висушу-
вання не пригнічувало здат-
ності лактобацил продукувати
молочну кислоту та інші ор-
ганічні кислоти, які знижують
рівень рН до значень, при яких

Таблиця 1
Вплив наповнювача захисного середовища

на вияв антагоністичної активності препарату
на основі Lactobacillus rhamnosus LB3

                    Варіанти захисних
                          середовищ 1 2 3 4

Тест-культура      Розведення препарату
      з бактерицидною дією

Staphylococcus aureus —* 1:2 1:8 1:32
Escherichia coli 1:1 1:4 1:8 1:32
Pseudomonas aeruginosa — — — 1:32
Enterobacter cloacae — — — 1:64
Candida spp. — — — 1:32

Примітка. В табл. 1–3: * — бактерицидної дії по відношенню до вказа-
них тест-культур із зазначеним захисним середовищем не спостерігалося.

Таблиця 2
Вплив наповнювача захисного середовища

на вияв антагоністичної активності препарату
на основі Lactobacillus murinus LE

                     Варіанти захисних
                          середовищ 1 2 3 4

Тест-культура    Розведення препарату
з бактерицидною дією

Staphylococcus aureus —* 1:2 1:8 1:32
Escherichia coli 1:1 1:4 1:8 1:32
Pseudomonas aeruginosa — — — 1:32
Enterobacter cloacae — 1:2 — 1:64
Candida spp. — — — 1:32

Таблиця 3
Вплив наповнювача захисного середовища

на вияв антагоністичної активності препарату
на основі Lactobacillus rhamnosus LB3

та Lactobacillus murinus LE

                    Варіанти захисних
                        середовищ

1 2 3 4

Тест-культура    Розведення препарату
                                       з бактерицидною дією

Staphylococcus aureus —* 1:2 1:8 1:32
Escherichia coli 1:1 1:4 1:8 1:32
Pseudomonas aeruginosa — — —  1:64
Enterobacter cloacae — — — 1:64
Candida spp. — — — 1:32
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більшість мікроорганізмів не
спроможні вижити, а також на
здатність культури утворюва-
ти антибіотикоподібні речови-
ни.

Висновки

Вивчення впливу різних ва-
ріантів захисних середовищ на
антагоністичні властивості се-
лекціонованих штамів лактоба-
цил у складі лікарських засобів
для отоларингології по відно-
шенню до умовно-патогенних
мікроорганізмів дозволяє про-
понувати як наповнювач для
ліофільного висушування при
виробництві пробіотичних пре-
паратів МРС з 10%-ю сахаро-
зою та 1%-м желатином. Цей

наповнювач не знижує антаго-
ністичні властивості культур
лактобацил після сублімацій-
ного висушування, а також не
впливає на здатність утворю-
вати антибіотикоподібні суб-
станції. В подальших дослі-
дженнях використовуватимуть-
ся препарати із застосуванням
вказаного варіанта захисного
середовища на основі Lacto-
bacillus rhamnosus LB3, Lac-
tobacillus murinus LE  та їх
суміші.
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Негативний антропогенний
вплив на навколишнє середо-
вище останніми десятиліття-
ми спричинив створення низ-
ки вітчизняних і міжнародних
програм. Один із найважливі-
ших напрямків цих досліджень
— вивчення принципів корекції
адаптаційних механізмів лю-
дини при дії несприятливих
факторів середовища.

До найнебезпечніших за-
бруднювачів навколишнього
середовища можна віднести
окисли азоту і вуглецю — як
продукти господарської діяль-
ності, так і наслідки хімічних
катастроф.

Високі концентрації окислів
азоту спричинюють в організмі
послідовні трифазні зміни: го-
стрий бронхіт, набряк легень,
бронхоспастичне облітеру-
вання. Навіть при невеликих
дозах вони викликають леге-
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невий фіброз і знижують ак-
тивність легеневих макрофа-
гів, що призводить до знижен-
ня резистентності організму
до вірусних і бактеріальних
інфекцій [1].

Чадний газ, проникаючи че-
рез дихальні шляхи, проходить
через альвеолярно-капілярні
мембрани, розчиняється в
плазмі крові і фіксує Нb з ут-
воренням НbСО. Це знижує
здатність крові переносити ки-
сень, що призводить до гіпок-
сії тканин і, за інтенсивного
впливу, може закінчитися ле-
тально.

Гострі отруєння чадним га-
зом і діоксидом азоту супро-
воджуються порушенням тка-
нинних процесів, пов’язаних з
утилізацією кисню. Ці пору-
шення строго специфічні, од-
нією зі складових цих змін є
окиснювальний стрес [2; 3].

До ферментативних компо-
нентів біоантиоксидантного
комплексу належать суперок-
сиддисмутаза (СОД) і катала-
за. Обидва ферменти каталі-
зують реакції знешкодження
активних форм кисню, тобто
сильних окисників. Субстра-
том СОД є активна форма
кисню, так званий супероксид-
аніон, що під дією ферменту
перетворюється на менш
сильний окисник — перекис
водню. Він є субстратом іншо-
го ферменту — каталази, що
відновлює перекис до води.
Таким чином, відбувається
пряме знешкодження активних
форм кисню, що запобігає уш-
кодженню ними тканин орга-
нізму [4].

Еномеланін і пектин — ві-
домі антиоксиданти. Їхня за-
хисна дія при ураженнях СО і
NO2 вивчена, але в літературі




