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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Способность к адгезии к эпителию кишечника является классическим критерием отбора потенци-

альных пробиотических бактерий, что может привести к временной колонизации, которая будет способствовать имму-
номодулирующим эффектам, а также стимулировать кишечный барьер и метаболические функции.

Цель исследования — разработка комплексного метода селекции высокоактивных пробиотических микроорга-
низмов, способных к пролиферации и дополнению аутохтонной микрофлоры кишечника индивида.

Материалы и методы. В настоящей исследовательской работе рассмотрено несколько методов селекции про-
биотических микроорганизмов с целью определения максимально полезных и способных к пролиферации штаммов 
для последующего использования в клинической практике при коррекции нарушений метаболизма и купирования 
воспалительных процессов желудочно-кишечного тракта. Степень адгезии бактериальных штаммов пробиотиков 
определяли согласно стандартным методикам, описанным в Методических указаниях МУК 4.2.2602–10. При опреде-
лении адгезивной активности молочнокислых бактерий на культурах клеток клеточную культуру выращивали на шес-
тилуночном планшете до образования монослоя.

Результаты. Разработана схема отбора перспективных пробиотиков по уровню адгезивной активности штаммов, 
относящихся к наиболее часто используемым видам культур микроорганизмов в клинической практике. Определе-
ны показатели степени адгезии молочнокислых бактерий в интервале от 2,8 до 5,1 и дрожжевого пробиотического 
штамма S. cerevisiae var. boulardii на уровне 1,9. При оценке прилипания пробиотических бактерий in vitro с использо-
ванием муцина, адсорбированного на абиотических поверхностях, и канцерогенных клеточных линий человека, таких 
как CaСo-2 и HT-29, NCM460, молочнокислые бактерии также показали высокие результаты.

Заключение. Все штаммы используемых молочнокислых бактерий продемонстрировали высокие или средние по-
казатели адгезии к клеткам эритроцитов крови барана, что подтверждает пробиотический потенциал указанных ви-
дов культур и соответствует требованиям нормативных правовых актов Российской Федерации. Низкие показатели 
степени адгезивности дрожжевой культуры свидетельствуют о быстром прохождении дрожжевых клеток через же-
лудочно-кишечный тракт и неспособности культуры штамма повлиять на состав аутохтонной микрофлоры человека 
и животных. Для более детального определения адгезивных свойств пробиотической культуры возможно применение 
современных методик с помощью клеточных линий, включая эпителиоподобные клетки аденокарциномы ободочной 
кишки человека CaСo-2.

Ключевые слова: коллекция микроорганизмов; молочнокислые бактерии; дрожжи; селекция; пробиотики; адге-
зивные свойства; культуры клеток; эритроциты.
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ABSTRACT
BACkgRound: The ability to adhere to the intestinal epithelium is a classic criterion for the selection of potential probiotic 

bacteria, which can lead to temporary colonization, which will promote immunomodulatory effects, as well as stimulate the 
intestinal barrier and metabolic functions.

Aim: To develop a comprehensive method of selection of highly active probiotic microorganisms capable of proliferation 
and complementation of the autochthonous intestinal microflora of an individual.

mATeRiAlS And meThodS: In this research paper, several methods of selection of probiotic microorganisms are 
considered in order to determine the most useful and proliferative strains for subsequent use in clinical practice in the correction 
of metabolic disorders and relief of inflammatory processes of the gastrointestinal tract. The degree of adhesion of bacterial 
strains of probiotics was determined according to the standard methods described in the Guidelines of MUC 4.2.2602–10. When 
determining the adhesive activity of lactic acid bacteria on cell cultures, the cell culture was grown on a six-hole plate before 
the formation of a monolayer.

ReSulTS: A scheme for selecting promising probiotics by the level of adhesive activity of strains belonging to the most 
commonly used types of microbial cultures in clinical practice has been developed. The indicators of the degree of adhesion of 
lactic acid bacteria in the range from 2.8 to 5.1, and the yeast probiotic strain S. cerevisiae var were determined.boulardii at 1.9. 
When assessing the adhesion of probiotic bacteria in vitro using mucin adsorbed on abiotic surfaces and carcinogenic human 
cell lines such as CaСo-2 and HT-29, NCM460, lactic acid bacteria also showed high results.

ConCluSion: All strains of lactic acid bacteria used showed high or average adhesion to sheep blood erythrocyte cells, 
which confirms the probiotic potential of these types of cultures and complies with the requirements of regulatory legal acts of 
the Russian Federation. The low degree of adhesion of the yeast culture indicates the rapid passage of yeast cells through the 
gastrointestinal tract and the inability of the strain culture to affect the composition of the autochthonous microflora of humans 
and animals. For a more detailed determination of the adhesive properties of probiotic culture, it is possible to use modern 
techniques using cell lines, including epithelial cells of human colon adenocarcinoma CaСo-2.

Keywords: collection of microorganisms; lactic acid bacteria; yeast; selection; probiotics; adhesive properties; cell cultures; 
erythrocytes.
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Селекция пробиотических микроорганизмов проводит-
ся в соответствии со следующей нормативной правовой 
документацией:
•	 Методические указания МУ 2.3.2.2789–10 «Продо-

вольственное сырьё и пищевые продукты. Методи-
ческие указания по санитарно-эпидемиологической 
оценке безопасности и функционального потенциа-
ла пробиотических микроорганизмов, используемых 
для производства пищевых продуктов»;

•	 Методические указания МУК 4.2.2602–10 «Систе-
ма предрегистрационного доклинического изучения  
безопасности препаратов. Отбор, проверка и хранение 
производственных штаммов, используемых при про-
изводстве пробиотиков»;

•	 ОФС.1.7.1.0008.15 «Пробиотики»;
•	 Методические указания МУК 4.2.1890–04 «Мето-

ды контроля. Биологические и микробиологические 
факто ры. Определение чувствительности микроорга-
низмов к антибактериальным препаратам».
В качестве пробиотиков, заквасочных и стартовых 

культур с пробиотическими свойствами в большинстве 
случаев используются молочнокислые бактерии. Лакто-
бациллы — неспорообразующие, грамположительные, 
неподвижные, палочковидные бактерии, различающиеся 
по факультативным анаэробным процессам. Способны 
расти в анаэробной и аэробной среде, продуцируя молоч-
ную кислоту в виде конечного продукта ферментации [3]. 
Желудочно-кишечный тракт человека колонизирован не-
сколькими видами Lactobacillus, включая L. acidophilus, 
L. brevis, L. casei, L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii, 
L. paracasei [4, 5]. Некоторые лактобациллы были одобрены 
Продовольственной и сельскохозяйственной организацией 

ОбОснОвание
В Российском биотехнологическом университете ве-

дётся работа по расширению коллекции промышлен-
но-ценных микроорганизмов. Одним из важнейших на-
правлений является селекция культур с пробиотическим 
потенциалом.

Пробиотики — препараты на основе живых микроор-
ганизмов, предназначенные для коррекции аутохтонной 
микрофлоры человека и лечения ряда заболеваний.

Классификация пробиотиков включает три группы [1]: 
1. Медицинские пробиотики — микробиологические препа-

раты, в состав которых входят штаммы живых или инак-
тивированных микроорганизмов. В данном случае речь 
идёт только о лекарственных препаратах, которые имеют 
чётко определённые показания к применению.

2. Пробиотики — биологически активные добавки — 
комплексные препараты на основе живых микроорга-
низмов, изготовленные на фармацевтических и иных 
предприятиях, которые используются в качестве био-
логически активных добавок к пище и, как правило, 
распространяются через аптечную сеть.

3. Алиментарные пробиотики — культуры микроорганиз-
мов или обогащённые ими продукты, которые допол-
няют питание.
Селекция пробиотиков основывается на безопасности, 

функциональности и технологичности.
Требования к безопасности микроорганизмов, исполь-

зуемых в качестве пробиотиков: 
•	 должны относиться к тем же видам, что и микроор-

ганизмы — представители микрофлоры желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ) здорового человека;

•	 должны быть непатогенными и нетоксигенными;
•	 не должны нести трансмиссивные гены антибиотико-

устойчивости.
Селекция предпочтительных пробиотических микроор-

ганизмов включает следующие функциональные свойства 
рассматриваемых культур (рис. 1):
•	 устойчивость к пищеварительным сокам, ферментам 

и желчи ЖКТ;
•	 адгезия на эпителии и приживление в пищеваритель-

ном тракте человека;
•	 иммуномодуляция и иммуностимуляция организма;
•	 оптимизация процессов обмена веществ;
•	 антагонизм к патогенным и условно-патогенным мик-

роорганизмам;
•	 антимутагенные свойства. 

При селекции заквасочных и стартовых культур с про-
биотическими свойствами, в том числе используемых 
в пищевой промышленности, должны учитываться такие 
технологические аспекты, как высокая степень выжива-
емости в технологическом процессе, антагонистическая 
активность по отношению к санитарно-показательной 
микрофлоре, стабильность в продуктах и жизнеспособ-
ность при хранении.

Рис. 1. Положительное влияние пробиотиков на здоровье че-
ловека [2]. 
Fig. 1. Positive effect of probiotics on human health [2]. 
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и липидов) [22, 23]. Схема слизистой оболочки ЖКТ и му-
цина представлена на рис. 2.

Белковые фрагменты муцинов обладают центральной 
гликозилированной областью, состоящей из повторов по-
следовательности, богатых серином, треонином и про-
лином, N- и C-концевыми областями, а также содержат 
остатки цистеина и олигосахаридов [24–26].

Пробиотические бактерии играют потенциальную за-
щитную роль против энтеропатогенов посредством раз-
личных механизмов, включая продукцию противомикроб-
ных соединений, снижение адгезии патогенных бактерий 
и конкуренцию за места связывания клеток-хозяев. Кон-
курентное вытеснение пробиотическими бактериями 
благотворно влияет не только на кишечник, но и на уро-
генитальный тракт и полость рта. Исследования in vitro 
с различными клеточными линиями кишечника широко 
использовались в последние десятилетия для оценки спо-
собности пробиотических бактерий к прилипанию и анта-
гонизма к патогенам.

Адгезивность, т.е. прикрепление к эпителиальным 
клеткам ЖКТ, является одним из важных свойств про-
биотических штаммов, поэтому определение адгезивных 
свойств считается необходимым этапом для исследования 
пробиотических микроорганизмов. Установлено, что ад-
гезионная способность является штаммоспецифичным 
признаком, что следует учитывать при селекции пробио-
тических культур. В связи с этим требуется эффективной 
способ определения адгезивных свойств исследуемых 
пробиотических штаммов.

Целью данного исследования являлась разработка ком-
плексного метода селекции высокоактивных пробиотиче-
ских микроорганизмов, способных к пролиферации и до-
полнению аутохтонной микрофлоры кишечника  индивида.

Для достижения поставленной цели были сформули-
рованы следующие задачи.
1. Разработать схему отбора перспективных пробиотиков 

по уровню адгезивной активности штаммов, относя-
щихся к наиболее часто используемым видам культур 
микроорганизмов в клинической практике.

2. Определить адгезивную активность пробиотических 
культур на эритроцитах крови.

3. Определить адгезивную активность пробиотических 
культур на клеточной линии.

МатеРиалы и МетОды
Объектом исследования являлись культуры молоч-

нокислых бактерий и дрожжей, обладающих пробиоти-
ческим потенциалом, в том числе основные виды, ис-
пользуемые в пищевой промышленности и клинической 
практике: Lactococcus lactis, Lactiplantibacillus plantarum, 
Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus, 
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.

Показатели пробиотических культур микроорганиз-
мов, такие как степень адгезии, определяли согласно 

ООН / Всемирной организацией здравоохранения как жи-
вые микроорганизмы, которые при введении в организм 
приносят пользу здоровью человека [6]. Именно это отли-
чает живые микроорганизмы, непосредственно применяе-
мые в качестве пробиотиков, от тех, которые используются 
при ферментации с целью получения пищевых продуктов.

Лактобациллы воздействуют на ЖКТ человека не-
сколькими способами, например подавляют рост пато-
генных микроорганизмов за счёт способности к синтезу 
молочной, пропионовой и уксусной кислот. Накопление 
указанных органических кислот снижает pH среды, вслед-
ствие чего наблюдается подавление процесса роста и раз-
вития патогенных микроорганизмов [7–9]. Другой меха-
низм — конкурентное предотвращение прикрепления 
патогенов к эпителию ЖКТ [10–14].

Микробиом кишечника является основным местом 
врождённого и приобретённого иммунитета [15–19]. Он по-
крыт слизью (муцином), которая содержит большую часть 
микробиоты и является местом адгезии пробиотических, 
условно-патогенных или патогенных микроорганизмов. 
Слизь представляет собой слой геля, необходимый для гид-
ратации и смазки, а также как барьер против патоген-
ных микроорганизмов и токсинов [20, 21, 10]. Он состоит 
в основном из воды, гликопротеинов, солей и липидов. 
Муцины представляют собой большие внеклеточные бел-
ки, которые сильно гликозилированы (около 80% солей 

Рис. 2. Схема слизистой оболочки желудочно-кишечного тракта 
и структура муцина [22]. 
Fig. 2. The scheme of the mucous membrane of the gastrointestinal 
tract and the structure of mucin [22].
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определении доли остаточных бактерий, связанных 
с функциональными слизистыми поверхностями после 
промывок. Количественная оценка остаточных бактерий 
может варьировать от простого подсчёта клеток до по-
верхностного плазмонного резонанса или атомно-силовой 
микроскопии. Наиболее распространённым методом ко-
личественной оценки адгезии слизи является использо-
вание флуоресцентного индикатора в качестве коррелята 
концентрации клеток. Поверхности часто модифицируют 
путём инкубации со слизью или путём культивирования 
кишечных эпителиальных клеток / тканей органа [27].

Однако данный метод является дорогостоящим и не-
целесообразен к применению при первоначальном скри-
нинге молочнокислых бактерий и дрожжей, обладающих 
пробиотическим потенциалом.

С целью определения пробиотического потенциала 
на начальном этапе было предложено провести скри-
нинг молочнокислых бактерий и дрожжей по показателю 
степени адгезивности к клеткам эритроцитов. Указанный 
показатель отражает способность микроорганизмов про-
лиферировать в эпителии кишечника человека и живот-
ных, что позволяет микроорганизмам дополнять ауто-
хтонную микрофлору кишечника конкретного индивида 
и повышает ценность данных культур при использовании 
их в клинической практике при лечении и профилакти-
ке различных заболеваний кишечника воспалительно-
го характера. Отбор перспективных видов пробиотиков 
по уровню адгезивной активности вели по разработанной 
схеме (рис. 3).

стандартным методикам, описанным в Методических 
указаниях МУК 4.2.2602–10 «Система предрегистрацион-
ного доклинического изучения безопасности препаратов. 
Отбор, проверка и хранение производственных штаммов, 
используемых при производстве пробиотиков».

При определении адгезивной активности молочно-
кислых бактерий на культурах клеток клеточную культуру 
выращивали на шестилуночном планшете в условиях 5% 
СО2 до образования монослоя в течение 5–7 сут. Образо-
вавшийся монослой клеток СаСо-2 инокулировали 1 мл 
бактериальной культуры определённой концентрации. 
После инокуляции культуры выдерживали в течение 1 ч 
при 37 °С, затем отмывали физраствором для удаления 
несвязанных бактериальных клеток. Снятие монослоя со 
связанными бактериальными клетками осуществлялось 
растворами Версена 0,02% и трипсина 0,25% в соотноше-
нии 3:1. Для подсчёта связанных бактериальных клеток 
использовали метод разведений при выращивании клеток 
на плотной питательной среде для выделения, подсчёта 
и культивирования лактобацилл (MRS).

Результаты
Наиболее заметная точка взаимодействия между 

микроорганизмами и человеком находится на слизистых 
оболочках, что свидетельствует о том, что адгезия слизи 
является главной мишенью для контроля заселения про-
биотиками. Методологии количественной оценки бакте-
риальной адгезии к слизи заключается в количественном 

Рис. 3. Схема отбора перспективных видов пробиотиков по уровню адгезивной активности штаммов.
Примечание. СПА — средний показатель адгезии; КРС — крупный рогатый скот. 
Fig. 3. Scheme of selection of promising types of probiotics according to the level of adhesive activity of strains. SPA — average adhesion index.
note: СПА — average adhesion index; КРС — large horned livestock.

Этап 1 — селекция штаммов 
с пробиотическим потенциалом

Этап 2 — определение СПА

Этап 3 — уровни соответствия степени 
адгезивности пробиотическому 
потенциалу микроорганизмов

Этап 4 — условия отбора 
перспективных видов пробиотиков 

Этап 5 — 
в соответствии 
с указаниями 

МУК 4.2.2602–10 
отбирали 
наиболее 

перспективные 
пробиотики 

с адгезивной 
активностью 

в зоне 
средних 

и высоких 
значений

•	 Отбор	представителей	основных	видов	молочнокислых	
бактерий и дрожжей, используемых в пищевой 
промышленности и клинической практике.

•	 Адгезивность	штаммов	микроорганизмов	
исследовалась на эритроцитах крови КРС,  
а именно крови барана.

•	 СПА	определяют	по	среднему	числу	микробов,	
прилипших к поверхности одного эритроцита, 
подсчитывая все имеющиеся эритроциты  
в 5 полях зрения, но не менее 50 эритроцитов.

•	 Считают	нулевой	при	СПА	от	0	до	0,99;
•	 низкой	—	от	1,00	до	1,99;
•	 средней	—	от	2,00	до	3,99;
•	 высокой	—	выше	4,00.

•	 Согласно	МУК	4.2.2602–10	штаммы,	показывающие	
СПА выше 10, не следует использовать 
при производстве пробиотиков, а также пищевых 
продуктов на их основе.
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Обсуждение
Бактериальная адгезия к поверхности кишечника 

может быть первоначально обусловлена неспецифи-
ческим физическим связыванием в виде гидрофобных 
взаимодействий, за которыми следует вторая стадия 
адгезии с помощью специфических компонентов кле-
точной стенки. Присутствие некоторых поверхностных 
белков, таких как протеиназы, закреплённых в кле-
точной стенке, повышает гидрофобность и адгезивные 
свойства у молочнокислых бактерий. Белки, связываю-
щиеся со слизью, содержащие домены Mub и (или) 
MucBP (MUCin связывающий белок), представляют со-
бой поверхностно адгезивные белки, способные связы-
вать муцин. Кроме того, адгезии могут способствовать 
фибрии и пили. Помимо указанных механизмов способ-
ствовать адгезии могут другие поверхностные белки, 
такие как фибропектин связывающие белки (fibronectin  
binding proteins, FBP) и белки поверхностного слоя 
(surface layer proteins, SLP).

Эта информация коррелирует с данными, получен-
ными нами при исследовании: низкие показатели сте-
пени адгезивности, определённые у пробиотического 
штамма дрожжей S. cerevisiae var. boulardii, выделен-
ного из препарата «Энтерол», — 1,9. Дрожжи имеют 
иной набор генов, поскольку не относятся не только 

Все исследуемые штаммы микроорганизмов включены 
в перечень микроорганизмов, разрешённых и предлага-
емых к использованию в пищевой промышленности со-
гласно СанПиН 2.3.2.1078-01 «Гигиенические требования 
к безопасности и пищевой ценности пищевых продуктов».

При целенаправленном отборе штаммов молочно-
кислых бактерий и дрожжей для исследований исполь-
зовали представителей наиболее популярных и перспек-
тивных пробиотических микроорганизмов: три штамма 
L. lactis № 65062, № 2523, № 2407 (б), по одному штамму 
L. plantarum № 2407, E. faecium № 6769, S. thermophilus 
№ 2436, S. cerevisiae var. boulardii (препарат «Энтерол»). 

Данные по адгезивной активности пробиотических 
культур, полученные в настоящих исследованиях, пред-
ставлены на рис. 4.

По результатам штаммы L. lactis № 2407 (б) 
и L. plantarum № 2407 показали высокую степень ад-
гезии — 5,0 и 5,1 соответственно, что является опти-
мальным при использовании пробиотических культур 
молочнокислых бактерий. Также необходимо отметить, 
что остальные используемые штаммы молочнокислых 
бактерий продемонстрировали средние показатели адге-
зии к клеткам эритроцитов крови барана, что подтверж-
дает пробиотический потенциал указанных видов культур 
и соответствует требованиям нормативных правовых ак-
тов Российской Федерации.

Рис. 4. Степень адгезивности молочнокислых бактерий и дрожжей. 
Fig. 4. The degree of adhesion of lactic acid bacteria and yeast.
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использование более дешёвых и доступных методов скри-
нинга по показателю уровня адгезии к эритроцитам крови. 
Такие штаммы, как L. lactis № 2407 (б) и L. plantarum № 2407, 
E. faecium № 6769 продемонстрировали высокие значения 
указанного показателя, штамм пробиотических дрожжей 
S. cerevisiae var. boulardii продемонстрировал низкие зна-
чения. Для более детального определения адгезивных 
свойств молочнокислых бактерий и дрожжей возможно 
применение современных методик с помощью клеточных 
линий, включая эпителиоподобные клетки аденокарцино-
мы ободочной кишки человека CaСo-2, которые в целом 
подтверждают высокоадгезивные свойства лактобактерий 
и возможность их применения в клинической практике.
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к одному роду с молочнокислыми бактериями, но и даже  
к одному семейству.

Полученные результаты указывают на низкую спо-
собность штамма дрожжей прикрепляться к стенкам 
кишечника человека и животных, что свидетельствует 
о быстром прохождении дрожжевых клеток через ЖКТ 
и неспособности культуры штамма повлиять на состав 
аутохтонной микрофлоры человека и животных. По-
добное свойство рассматривается производителем 
как непосредственное преимущество для использова-
ния препарата в клинической практике и пищевой про-
мышленности.

Вместе с тем прилипание пробиотических бактерий 
оценивают in vitro с использованием муцина, адсорбиро-
ванного на абиотических поверхностях, и канцерогенных 
клеточных линий человека, таких как CaСo-2 и HT-29, 
NCM460, чтобы имитировать адгезию к эпителиальным 
клеткам кишечника (IECs) [28, 29].

В Российском биотехнологическом университете 
разработан метод для определения адгезивных свойств 
бактерий с помощью линии клеток CaСo-2 (эпителиопо-
добные клетки аденокарциномы ободочной кишки че-
ловека) в монослое. Метод основан на взаимодействии 
бактерий с клеточной стенкой эпителиальных клеток 
колоноректальной карциномы кишечника человека 
СаСо-2 в монослое и подсчёте связавшихся бактерий  
с монослоем [30].

Адгезивные свойства микроорганизмов определяют-
ся по числу бактерий, связывающихся с 1000 клетками 
СаСо-2: 
•	 от 1010 до 3000 бактериальных клеток — высокоад-

гезивный штамм;
•	 от 210 до 1000 бактериальных клеток — среднеадге-

зивный штамм;
•	 от 0 до 200 бактериальных клеток  — низкоадгезив-

ный штамм.
Метод был опробован на энтерококках, относящихся 

к лактобактериям. Результаты исследования показали, 
что с 1000 клетками СаСо-2 связывается 109×103 кле-
ток E. faecalis 55 (В-8652) и 27×103 клеток E. thailandicus  
КПБ-2 (В-10984). Из этого следует, что штаммы характе-
ризуются высокоадгезивными свойствами.

заКлючение
Проведённые исследования позволили разработать 

последовательную схему скрининга пробиотических 
микроорганизмов, способных к активной пролиферации 
в кишечнике и, соответственно, к коррекции аутохтонной 
микрофлоры. При этом на начальном этапе возможно 
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