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Введение

Клиницисты считают крайне важной необхо-
димость восстановления при дисбиотических со-
стояниях собственной микрофлоры кишечника, 
в первую очередь бифидобактерий и лактобакте-
рий [1, 2]. 

Для коррекции и восстановления численности 
и качественного состава кишечной микрофлоры 
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Резюме. Разработана методика выявления в кишеч-
ном содержимом белых мышей и морских свинок серти-
фицированных пробиотических микроорганизмов и изу-
чена их выживаемость в желудочно-кишечном тракте 
экспериментальных животных.

В экспериментах использовали устойчивые к рифам-
пицину бифидобактерии и лактобактерии. Культуры 
микроорганизмов, сохранивших видовые признаки, вво-
дили перорально в течение 14 суток и определяли число 
жизнеспособных бифидобактерий и лактобактерий пу-
тем высева фекалий на плотную питательную среду с 
рифампицином.

Пробиотические микроорганизмы, вводимые перо-
рально экспериментальным животным в течение 14 
суток, обнаруживаются в фекалиях на 2-е сутки экс-
перимента. Живые пробиотические микроорганизмы 
полностью перестают обнаруживаться в фекалиях жи-
вотных через 3 суток после окончания их перорального 
введения. 

С использованием разработанной универсальной ме-
тодики дифференциации поступающих в живой орга-
низм пробиотических микроорганизмов и штаммов соб-
ственной кишечной микрофлоры показано существен-
ное – на 4–7 порядков снижение выживших в организме 
экспериментальных животных бифидобактерий и лак-
тобактерий, сопровождающееся отсутствием пробио-
тического эффекта.

Ключевые слова: пробиотические микроорганизмы, 
кишечная микрофлора, выживаемость в желудочно-ки-
шечном тракте, устойчивость бактерий к рифампици-
ну, белые мыши, морские свинки.

Abstract. Development of methodology for the identifica-
tion of certified probiotic microorganisms in the intestinal 
contents of white mice and guinea pigs and study of their 
survival in the gastrointestinal tract of experimental animals.

Rifampicin-resistant bifidobacteria and lactobacilli were 
used in the experiments. Cultures of microorganisms that 
have retained the species features were administered orally 
for 14 days and the number of viable bifidobacteria and lac-
tobacilli were determined by sowing of feces in a dense nutri-
ent medium with rifampicin.

Probiotic microorganisms administered orally to experi-
mental animals for 14 days are detected in the feces on the 
second day of the experiment. Live probiotic bacteria ceases 
completely to be detected in the feces of animals 3 days after 
the termination of their oral administration.

Using the developed universal method of differentiation 
of probiotic microorganisms entering the living organisms 
and strains of their own intestinal microflora a significant de-
crease (4–7 orders of magnitude) in survival of bifidobacte-
ria and lactobacilli in the organisms of experimental animals 
was shown, followed by a lack of probiotic effect.

Key words: probiotic microorganisms, intestinal micro-
flora, survival in the gastrointestinal tract, resistance of bac-
teria to rifampicin, white mice, guinea pigs.

особое место на протяжении довольно длитель-
ного времени занимают пробиотики – живые 
микроорганизмы и вещества микробного проис-
хождения, оказывающие при естественном спо-
собе введения благоприятные эффекты на физио-
логические функции, биохимические и поведен-
ческие реакции организма через оптимизацию его 
микроэкологического статуса [1, 2].
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Бифидобактерии и лактобактерии выращивали 
на плотных питательных средах рекомендованно-
го состава [13, 14]. При выращивании пробиоти-
ческих микроорганизмов в микроаэрофильных 
условиях использовали систему для анаэробного 
культивирования (анаэростат) – Anaerobic sys-
tem Mark III-LE003 «HiMedia Laboratories Pvt.». Ltd, 
Mumbai (Индия) с пакетами газогенераторными – 
HiAnaero Gas Pacet. 

Количество живых микроорганизмов в препа-
ратах пробиотиков и в суспензиях определяли вы-
севом соответствующих десятикратных серийных 
разведений исследуемых суспензий на плотные 
питательные среды в чашках Петри и подсчетом 
выросших колоний по истечении времени инку-
бирования.

Селекцию спонтанных мутантов пробиотиче-
ских микроорганизмов проводили по разработан-
ной методике на плотной питательной среде с ри-
фампицином согласно рекомендациям, изложен-
ным в работе [15]. В работе использовали антибио-
тик Рифампицин-Ферейн (ЗАО «Брынцалов-А», 
Россия). Стабильность признака антибиотико-ре-
зистентности оценивали, характеризуя популяци-
онный состав мутантов пробиотических микроор-
ганизмов по R-признаку. 

Электронную микроскопию бифидобактерий и 
лактобактерий проводили с помощью сканирую-
щего электронного микроскопа JEOL JSM 6510LV 
с платиновым напылением.

В исследованиях по изучению приживаемости 
рифампицинустойчивых (Rifr) мутантов бифидо-
бактерий и лактобактерий в пищеварительном 
тракте животных использовали белых мышей, бес-
породных, обоего пола, массой 18–20 г, морских 
свинок, беспородных, обоего пола, массой 250–
300 г, прошедших акклиматизацию в виварии.

Статистическую обработку результатов иссле-
дований проводили в соответствии с рекомендаци-
ями, изложенными в руководстве И.П. Ашмарина 
и А.А. Воробьева [16].

Результаты и обсуждение

Для изучения выживаемости пробиотических 
микроорганизмов в желудочно-кишечном трак-
те экспериментальных животных необходимо 
было разработать методику получения марки-
рованных производных этих микроорганизмов 
и дифференциации вводимых бифидобактерий 
и лактобактерий от соответствующих штаммов 
собственной индигенной микрофлоры кишечни-
ка (в фекалиях). 

Маркерный признак должен помочь выявить 
их и идентифицировать в фекалиях при высеве 
последних на селективную плотную питательную 
среду, на которой микроорганизмы индигенной 
микрофлоры расти не будут [15]. Таким условиям 

Однако, как отмечено Ю.А. Малаховым [3], 
выявилось явное несоответствие между сло-
жившимся представлением о высокой эффек-
тивности пробиотиков и растущим распростра-
нением дисбактериозов [4]. Более того, даже 
использование сертифицированного пробио-
тика может не только не дать положительного 
результата, но и вызвать ухудшение состояния 
больного [5]. 

На возможные причины недостаточной эффек-
тивности пробиотической коррекции дисбиотиче-
ских нарушений кишечной микрофлоры указано 
в диссертации Н.А. Глушановой [6]. В частности, 
со ссылкой на работу А.И. Хавкина и Н.С. Жиха-
ревой [7], отмечено, что под действием желудочно-
го сока и желчи пробиотические микроорганизмы 
теряют до 90% своей активности к моменту посту-
пления в кишечник.

Нами впервые в опытах in vitro с использовани-
ем модельных сред, имитирующих процесс пище-
варения в желудочно-кишечном тракте человека, 
было доказано, что происходит заметное сниже-
ние числа жизнеспособных бифидобактерий и 
лактобактерий [8–10]. 

В этой связи весьма актуальным представля-
ются исследования по оценке выживаемости про-
биотических микроорганизмов бифидобактерий 
и лактобактерий в желудочно-кишечном тракте 
экспериментальных животных, особенно с уче-
том данных, представленных в работах [11, 12], о 
неспособности пробиотических микроорганизмов 
к длительному существованию в кишечнике кон-
кретного человека.

Сдерживающим фактором в плане реализации 
исследований по оценке выживаемости пробио-
тических микроорганизмов в пищеварительном 
тракте человека и экспериментальных животных 
является отсутствие методического подхода, по-
зволяющего идентифицировать в фекалиях про-
биотические микроорганизмы, принятые per os 
с профилактической или лечебной целью, и от-
личать их от собственных микроорганизмов нор-
мальной микрофлоры, в частности бифидобакте-
рий и лактобактерий.

Цель исследования – разработка методики 
выявления в кишечном содержимом белых мышей 
и морских свинок сертифицированных пробиоти-
ческих микроорганизмов и изучение их выживае-
мости в желудочно-кишечном тракте эксперимен-
тальных животных.

Материалы и методы

В экспериментах использовали пробиотиче-
ские микроорганизмы, выделенные из коммерче-
ских препаратов Бифидумбактерин (серия 315-6), 
Лактобактерин (серия 15/6).
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удовлетворяет плотная питательная среда с анти-
бактериальным препаратом, на котором способны 
расти R+- (устойчивые к этому препарату) микро-
организмы. В качестве селективного антибактери-
ального препарата в экспериментах был использо-
ван рифампицин.

Суть методики получения маркированных про-
изводных бифидобактерий и лактобактерий со-
стоит в выращивании культур пробиотических 
микроорганизмов на плотных питательных средах 
с повышающимися концентрациями рифампици-
на и отборе спонтанных мутантов, сохраняющих 
видовые признаки.

В предварительных опытах было установлено, 
что представители кишечной микрофлоры прак-
тически не растут в микроаэрофильных условиях 
на селективной плотной питательной среде с ри-
фампицином при его концентрации 110 мкг·мл-1. 
С учетом этих данных, мутанты бифидобактерий 
и лактобактерий получали, высевая регидратиро-
ванные пробиотические препараты Бифидумбак-
терин и Лактобактерин, а в последующем - ото-
бранные спонтанные мутанты, на плотные пита-
тельные среды с повышающимися концентрация-
ми рифампицина от 10 мкг·мл-1 до 150 мкг·мл-1. 

Отобранные мутанты бифидобактерий и лак-
тобактерий, устойчивые к рифампицину (Rifr-
мутанты), стабильно сохраняли признак антибио-
тико-резистентности. Изучение популяционного 
состава мутантных бактерий по признаку анти-
биотико-резистентности на плотных питательных 
средах, содержащих рифампицин в концентраци-
ях 130 мкг·мл-1, свидетельствовало о сохранении 
бифидобактериями и лактобактериями наслед-
ственно закрепленного признака устойчивости к 
рифампицину (Rif r -признака). 

Мутантные бактерии, как и исходные бифи-
добактерии и лактобактерии, являются грам-
положительными. Размеры и форма микробных 
клеток представлены на электронных микрофото-
графиях (рис. 1, 2). Размеры исходных бактерий и их 
Rif r -мутантных производных соответствуют разме-
рам микробных клеток бифидобактерий и лактобак-
терий, указанным в руководстве Берджи [17]. 

Более подробное изучение свойств мутантных 
бактерий свидетельствовало о сохранении ими 
своих видовых признаков: способность к росту на 
богатых питательных средах в микроаэрофильных 
условиях; морфологическая особенность колоний 
(нежная зернистость, коническая форма, которая 
более выражена у лактобактерий); бактерии ка-
талазоотрицательные, активно сбраживают угле-
воды, желатину не разжижают (видовой признак 
лактобактерий) [17].

В экспериментах по изучению выживаемости 
пробиотических микробов в желудочно-кишеч-
ном тракте белых мышей и морских свинок ис-

Рис. 1. Микроскопическая картина клеток исходных 
бифидобактерий (1) и их Rif r -мутантов (2). 
Электронная микроскопия. Ув. ×6500 и ×8000 
соответственно

Рис. 2. Микроскопическая картина клеток исходных 
лактобактерий (1) и их Rif r -мутантов (2). Электронная 
микроскопия. Ув. ×7000 и ×11 000 соответственно
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на протяжении всего срока экспериментов, со-
ставлявшего 14 суток. 

Отобранные фекалии суспендировали в изо-
тоническом растворе хлорида натрия, помещали 
в центрифужные пробирки с крышками и после 
центрифугирования и осаждения непереварен-
ных остатков пищи отбирали надосадочную жид-
кость, которую высевали на поверхность плотной 
питательной среды в чашках Петри, содержащей 
110 мкг·мл-1 рифампицина. 

После инкубации чашек Петри с посевом су-
спензий фекальных масс в течение 72 часов в мик-
роаэрофильных условиях при температуре 37°С 
определяли число выросших колоний и в последу-
ющем пересчитывали количество жизнеспособ-
ных бактерий на 1 г фекалий экспериментальных 
животных. Результаты бактериологического изу-
чения фекалий белых мышей и морских свинок 
после перорального введения Rifr -пробиотических 
микроорганизмов представлены в таблицах 1, 2 и в 
обобщенном виде – в таблице 3.

Как видно из представленных в таблицах 1 и 2 
данных, в фекалиях животных, исследованных в 
первые сутки после начала перорального введе-

пользовали устойчивые к рифампицину культуры 
бифидобактерий и лактобактерий, выросшие на 
плотной питательной среде в микроаэрофильных 
условиях при температуре 37°С в течение 72 часов. 

Суспензии бактерий на изотоническом рас-
творе хлорида натрия вводили эксперименталь-
ным животным per os с помощью туберкулино-
вого шприца с иглой, имеющей оливу на конце 
для предупреждения травматизации слизистой 
ротоглотки. Суточную дозу бактерий рассчитыва-
ли, исходя из инструкций по медицинскому при-
менению препаратов Бифидумбактерина сухого и 
Лактобактерина сухого для взрослых, с учетом со-
отношения доз для различных видов животных в 
перерасчете на единицу поверхности тела. 

Белым мышам вводили 2 раза в сутки по 130 тыс. 
бифидобактерий и по 26 млн лактобактерий, мор-
ским свинкам – также 2 раза в сутки по 1,3 млн 
бифидобактерий и по 265 млн лактобактерий. 
Каждое из экспериментальных животных (4 груп-
пы по 10 животных в каждой) помещали в отдель-
ный кювет и содержали согласно рекомендациям 
К.П. Ковалевского [18]. Отбор фекалий для бакте-
риологического анализа осуществляли ежедневно 

Таблица 1

Содержание Rif r -микроорганизмов в желудочно-кишечном тракте белых мышей 
при пероральном введении (⎯Х±I95, n=5)

Микроорганизмы Содержание живых бактерий в 1 г фекалий на … сутки эксперимента, КОЕ·г-1

1 2 4 7 10 12 14 15 16 17

Бифидобактерии 0 93±4 122±4 86±8 78±6 69±7 61±4 19±6 12±7 0

Лактобактерии 0 156±6 93±3 424±7 307±7 210±12 151±5 35±8 13±6 0

Таблица 2

Содержание Rif r -микроорганизмов в желудочно-кишечном тракте 
морских свинок при пероральном введении (⎯Х±I95, n=5)

Микроорганизмы Содержание живых бактерий в 1 г фекалий на … сутки эксперимента, КОЕ·г-1

1 2 4 7 10 12 14 15 16 17

Бифидобактерии 0 105±2 89±4 82±8 53±3 29±7 23±4 14±7 13±7 0

Лактобактерии 0 89±6 93±4 76±7 44±7 21±8 23±5 21±8 12±6 0

Таблица 3

Выживаемость пробиотических микроорганизмов (Rif r) при транзите 
по желудочно-кишечному тракту лабораторных животных

Микроорганизмы Белые мыши Морские свинки 

Суточная доза, 
КОЕ

(разовая доза 
х 2)

Содержание в 
фекалиях, КОЕ·г-1
(⎯Х, на сутки 2…15 

по данным табл. 1)

Выживаемость 
микробов,% (доля)

Суточная доза, 
КОЕ

(разовая доза 
х 2)

Содержание в 
фекалиях, КОЕ·г-1 

(⎯Х, на сутки 2…15 по 
данным табл. 2)

Выживаемость 
микробов,%

(доля)

Бифидобактерии 2,6×105 75 0,029
(2,88×10-4)

2,6×106 56 0,0022
(2,15×10-5)

Лактобактерии 5,2×107 197 0,00038
(3,79×10-6)

5,3×108 52 0,0000098
(0,98×10-7)
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 Получены экспериментальные доказательства 
того, что на численность бифидобактерий и лак-
тобактерий отрицательное влияние оказывают 
кислая и сменяющая ее щелочная модельные сре-
ды, содержащие ферментные препараты ацидин-
пепсин и панзинорм форте 20000 соответственно, 
имитирующие in vitro условия пищеварения у че-
ловека.

Естественно, что в условиях in vivo на пробио-
тические микроорганизмы воздействует гораздо 
больше, чем в эксперименте in vitro, факторов, 
приводящих к гибели значительной части их попу-
ляции. Снижение численности популяции микро-
организмов пробиотиков ниже критической в со-
ответствии с экологическими принципами ведет к 
гибели всей популяции. 

Другой возможной причиной гибели микро-
организмов пробиотиков, на которую указано в 
работе, исходя из экспериментальных данных [8], 
может быть бионесовместимость по типу «хозяин 
против пробиотика» [19]. Эти и другие причины, 
на которые указывают теоретические и экспери-
ментальные исследования Н.А. Глушановой [6], 
в комплексе оказывают негативное влияние на 
пробиотические микроорганизмы in vivo, что под-
тверждено настоящими исследованиями с исполь-
зованием белых мышей и морских свинок. 

Вводимые в течение 14 суток перорально экспе-
риментальным животным маркированные по при-
знаку устойчивости к рифампицину бифидобак-
терии и лактобактерии начинают обнаруживаться 
в фекалиях животных бактериологическим мето-
дом на 2-е сутки эксперимента. Однако, начиная с 
3-х суток, после прекращения введения пробиоти-
ческих микроорганизмов, они перестают обнару-
живаться в фекалиях животных. 

Исходя из полученных результатов, можно за-
ключить, что пробиотические микроорганизмы, 
уменьшаясь количественно, не приживаются в 
желудочно-кишечном тракте белых мышей и мор-
ских свинок, не включаются в состав биопленки 
нормальной микрофлоры, и в составе внутрипрос-
ветной микрофлоры вместе с остатками непере-
варенной пищи и фекальными массами удаляются 
из организма. Созвучными с полученными нами 
результатами являются данные А.А. Ленцнера и 
др. [20], согласно которым пробиотические микро-
бы не могут стать составной частью резидентной 
микрофлоры, а лишь способствуют ее восстанов-
лению.

Результаты, опубликованные нами ранее [8], по 
изучению выживаемости пробиотических микро-
организмов в модельных условиях in vitro, имити-
рующих процесс пищеварения, получили, на наш 
взгляд, полное подтверждение в экспериментах in 
vivo в условиях нахождения пробиотиков в желу-
дочно-кишечном тракте белых мышей и морских 

ния антибиотико-резистентных бифидобактерий 
и лактобактерий, не было выявлено соответству-
ющих микроорганизмов, о чем свидетельствова-
ло отсутствие выросших на поверхности плотной 
питательной среды с рифампицином характерных 
колоний. Но уже на вторые сутки эксперимента 
при высеве суспензий фекалий белых мышей и 
морских свинок на селективную питательную сре-
ду с рифампицином выявлялись колонии, соответ-
ствующие по морфологическим признакам коло-
ниям бифидобактерий и лактобактерий. 

Далее, из представленных результатов бакте-
риологического исследования фекалий белых мы-
шей и морских свинок следует, что в течение 2 не-
дель экспериментов происходило незначительное 
в сравнении с вводимыми суточными дозами про-
биотических микроорганизмов их выделение с 
фекалиями из организма экспериментальных жи-
вотных. 

Выживаемость бифидобактерий в организме 
белых мышей и морских свинок составила 0,029% 
и 0,0022% соответственно, а лактобактерий – 
0,00038% и 0,000098% соответственно. Полностью 
прекратилось выделение Rif r –мутантных бакте-
рий на 3-е сутки после последнего перорального 
их введения. 

Сниженная численность популяций антибиоти-
ко-резистентных бифидобактерий и лактобакте-
рий, преодолевших существующие барьеры желу-
дочно-кишечного тракта белых мышей и морских 
свинок, которые впоследствии совсем перестали 
выделяться из кишечного содержимого живот-
ных, свидетельствует о транзиторном характере 
пребывания пробиотических микроорганизмов в 
пищеварительном тракте животных.

В выступлениях ученых и клиницистов на га-
строэнтерологическом симпозиуме «Новые под-
ходы к терапии заболеваний желудочно-кишеч-
ной системы» был затронут один из ключевых 
моментов, выражающийся в том, что «… выбор 
терапии должен быть корректным и направлен на 
то звено нарушенной регуляции, которое утратило 
возможность самовосстановления» [1, 2]. 

Таким звеном нарушенной регуляции является 
нормальная микрофлора, претерпевающая коли-
чественные и качественные изменения при дис-
бактериозах. Безусловно, пробиотики в комплекс-
ном лечении дисбактериозов «… создают эффект, 
но не всегда и не такой, как предполагалось» [1, 2]. 

Высказанная мысль о чужеродности проби-
отических микроорганизмов и их отторжении 
организмом вследствие биологической несовме-
стимости [11, 12] нашла свое подтверждение в на-
ших исследованиях по изучению выживаемости 
пробиотических микроорганизмов в условиях in 
vitro, имитирующих процесс пищеварения у че-
ловека [8].
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ника, а не с попыткой его заселения хорошими, но 
«чужими» для него микроорганизмами.

Заключение

В заключение необходимо отметить следующее:
– впервые разработана универсальная методи-

ка получения маркированных производных про-
биотических микроорганизмов, позволяющая диф-
ференцировать поступающие в организм проби-
отические микроорганизмы от соответствующих 
штаммов собственной кишечной микрофлоры;

– получены экспериментальные данные о су-
щественном – на 4–7 порядков снижении чис-
ленности поступающих в организм подопытных 
животных пробиотических микроорганизмов, 
подтверждающих ранее полученные данные на 
модельных средах in vitro о снижении количества 
жизнеспособных пробиотических микроорганиз-
мов на 3–5 порядков;

– с учетом полученных экспериментальных 
данных, считаем необходимым провести исследо-
вания в направлении изучения возможности при-
живления пробиотических микроорганизмов на 
основе гомопробиотических штаммов в пищева-
рительном тракте экспериментальных животных 
с бактериологически подтвержденным дисбиозом 
кишечника.
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свинок. Обобщенные данные, представленные в 
таблице 3, наглядно демонстрируют аналогичное 
модельным условиям in vitro снижение концентра-
ции живых пробиотических микроорганизмов на 
4–7 lg КОЕ во время их транзита по желудочно-
кишечному тракту лабораторных животных. 

Полученные в настоящих исследованиях экс-
периментальные данные вполне согласуются с 
законом Г.Ф. Хильми [21] – одним из основных 
законов, регулирующих взаимоотношения в си-
стеме «общество – природа». Этот закон действу-
ет в любых экосистемах и, являясь по существу 
общесистемным, вполне применим к микроэколо-
гической системе кишечника экспериментальных 
животных и человека. 

В соответствии с этим законом, пробиотиче-
ские микроорганизмы, выращенные искусствен-
но и поступающие в организм в составе препара-
та, являются малым системным образованием, ко-
торое постепенно меняет свою структуру и через 
некоторое время «растворяется» в существующей 
экосистеме. И чем выше разница между уровнем 
организации «островной биоты» и ее окруже-
ния – микроэкологической системы кишечника, 
тем скорее происходит деградация «островной 
биоты», в данном конкретном случае популяции 
пробиотических микроорганизмов. 

Справедливость закона Г.Ф. Хильми подтверж-
дена данными Д.А. Воеводина и др. [22], соглас-
но которым, при выращивании пробиотических 
микроорганизмов на искусственных питательных 
средах происходит их дезадаптация к условиям 
обитания в кишечнике, ослабление активности и 
снижение численности. 

Механизм реализации закона Г.Ф. Хильми (за-
кона обеднения разнородного вещества в остров-
ных его сгущениях) [21] применительно к взаимо-
отношениям пробиотических микроорганизмов и 
индигенной микрофлоры кишечника включает:

– гибель части популяции пробиотических 
микроорганизмов в ходе преодоления защитных 
барьеров желудочно-кишечного тракта; 

– снижение популяции пробиотических ми-
кроорганизмов ниже критической, не позволяю-
щей восстановить и увеличить ее численность, а 
затем интегрироваться в биопленку пристеночной 
микрофлоры; 

– колонизационную резистентность кишечни-
ка, микрофлора которого отторгает пробиотиче-
ские микроорганизмы.

Представленные результаты ставят под со-
мнение существующий принцип заместительно-
го действия пробиотикотерапии, что, безусловно, 
имеет важное практическое значение для реализа-
ции положений концепции пребиотической тера-
пии, связанной с необходимостью поддержания и 
восстановления собственной микрофлоры кишеч-
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