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РЕЗЮМЕ ВВЕДЕНИЕ. Активный поиск пробиотических штаммов микроорганизмов, в том числе от-
носящихся к индигенным штаммам бифидобактерий, является важной задачей при со-
здании лечебно-профилактических пробиотических препаратов. При определении про-
биотического потенциала кандидатных штаммов необходима их оценка по показателям 
жизнеспособности бактерий, чувствительности к антибиотикам, устойчивости к желудоч-
ному соку и желчи, лизоцимрезистентности и биопленкообразованию.
ЦЕЛЬ. Характеристика композиции индигенных штаммов Bifidobacterium bifidum ICIS-310 
и Bifidobacterium longum ICIS-505 в качестве потенциального пробиотического препарата.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Использованы штаммы B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505. Оце-
нивали чувствительность штаммов к антибиотикам, а также устойчивость к желудочному 
соку и желчи. Проводили исследование монокультур бифидобактерий B. bifidum ICIS-310 
и B. longum ICIS-505 и их композиции по количеству жизнеспособных клеток при культи-
вировании, антилизоцимной активности (лизоцимрезистентности), биопленкообразова-
нию. При определении антагонистической активности в качестве тест-штаммов условно- 
патогенных и патогенных культур использовали Candida albicans ATCC 24433, Proteus 
mirabilis ATCC 29906, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Shigella 
flexneri ATCC 12022, Klebsiella pneumoniaе ICIS-278_PBV. Содержание уксусной кислоты 
в среде культивирования определяли методом газожидкостной хроматографии.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Отобранные по критериям численности, лизоцимрезистентности и биоплен-
кообразования индигенные штаммы B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 не имели генов 
патогенности, обладали устойчивостью к ряду антимикробных препаратов (бензилпени-
циллин, стрептомицин и эритромицин) и сохраняли свою жизнеспособность в присут-
ствии желчи в течение 2 ч и желудочного сока — 30 мин. Исследуемые культуры бифи-
добактерий обладали биосовместимостью: в композиции штаммов через 48 ч количество 
микробных клеток было выше, чем в монокультурах. При совместном культивировании 
штаммы B.  bifidum ICIS-310 и B.  longum ICIS-505 проявляли синергетический эффект, по-
вышая уровень лизоцимрезистентности до 2,2±0,30 мкг/мл×ОП450, биопленкообразования 
до 0,89±0,20 ед. ОП630 и продукцию ацетата до 33,2 мМ/л. Композиция бифидобактерий 
обладала более выраженной антагонистической активностью по отношению к тест- 
штаммам бактерий и грибов (зоны угнетения роста тест-культур 30–36 мм) в сравнении 
с монокультурами (зоны угнетения роста тест-культур 18–24 мм).
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ВЫВОДЫ. Индигенные штаммы B.  bifidum ICIS-310 и B.  longum ICIS-505 устойчивы к ан-
тимикробным препаратам, желчи и желудочному соку. При совместном культивировании 
штаммов выявлен синергетический эффект в отношении усиления показателей лизо-
цимрезистентности, биопленкообразования и антагонистической активности. Исследо-
ванные штаммы бифидобактерий и их композиция перспективны с целью создания новых 
пробиотических препаратов. Оценка лизоцимрезистентности и биопленкообразования 
может быть рекомендована в качестве показателей адаптивного потенциала микробиоты 
при отборе и тестировании пробиотических штаммов.
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ABSTRACT INTRODUCTION. An active search for probiotic strains of microorganisms, particularly indig-
enous bifidobacteria, is crucial for the development of therapeutic and prophylactic probiot-
ics. Evaluating the probiotic potential of candidate strains requires their assessment for bac-
terial viability, antibiotic sensitivity, gastrointestinal stress tolerance, lysozyme resistance, and 
biofilm formation capacity.
AIM. This study aimed to characterise a composition of indigenous Bifidobacterium strains, B. bi-
fidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505, as a potential probiotic product.
MATERIALS AND METHODS. The study tested B. bifidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505 for 
resistance to antibiotics, gastric acid, and bile. Mono- and co-cultures of B. bifidum ICIS-310 
and B.  longum ICIS-505 were tested for the number of viable cells during culture, antilyso-
zyme activity (lysozyme resistance), and biofilm formation capacity. Antagonistic activity was 
tested against test strains of bacteria and fungi, including Candida albicans ATCC 24433, Proteus 
mirabilis ATCC 29906, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Shigella 
flexneri ATCC 12022, and Klebsiella pneumoniaе ICIS-278_PBV. The content of acetic acid in the 
culture medium was determined by gas–liquid chromatography.
RESULTS. The indigenous strains, B. bifidum ICIS-310 and B.  longum ICIS-505, were selected 
according to the criteria of abundance, lysozyme resistance, and biofilm formation. These 
strains were found to lack pathogenicity genes, exhibit resistance to a number of antimicro-
bials (benzylpenicillin, streptomycin, and erythromycin), and remain viable in the presence of 

For citation: Perunova N.B., Bukharin O.V., Ivanova E.V., Bekpergenova A.V., 
Bondarenko T.A. Probiotic properties of an indigenous strain composition 
of Bifidobacterium bifidum ICIS-310 and Bifidobacterium longum ICIS-505 
in vitro. 



205

Perunova N.B., Bukharin O.V., Ivanova E.V., Bekpergenova A.V., Bondarenko T.A.
Probiotic properties of an indigenous strain composition of Bifidobacterium bifidum ICIS-310 and Bifidobacterium longum...

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2025, V. 25, No. 2

bile for 2 hours and in the presence of gastric acid for 30 minutes. The study demonstrated 
the biocompatibility of Bifidobacterium cultures, with the composition of B. bifidum ICIS-310 
and B. longum ICIS-505 having a higher microbial cell count after 48 hours than monocultures. 
When co-cultured, B. bifidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505 demonstrated a synergistic effect, 
resulting in increased lysozyme resistance (up to 2.2±0.30 μg/mL×OD450), biofilm formation (up 
to 0.89±0.20 OD630 units), and acetate production (up to 33.2 mM/L). The antagonistic activity 
against test strains was more pronounced in the co-culture than in the monocultures, with the 
respective growth inhibition zones of 30–36 mm and 18–24 mm.
CONCLUSIONS. Indigenous B. bifidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505 have demonstrated re-
sistance to antimicrobial agents, bile salts, and gastric acid. Co-culturing the strains has re-
vealed a synergistic effect on their lysozyme resistance, biofilm formation capacity, and antag-
onistic activity. The strains of bifidobacteria and the composition thereof hold promise for the 
development of novel probiotics. The evaluation of lysozyme resistance and biofilm formation 
capacity, as indicators of the adaptive potential of the microbiota, may be recommended for the 
selection and testing of probiotic strains.

Keywords: indigenous Bifidobacterium strains; Bifidobacterium bifidum; Bifidobacterium longum; probiotics; 
probiotic properties; lysozyme resistance; biofilm formation; antimicrobial resistance; gastric 
acid resistance; bile resistance; antagonistic activity
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ВВЕДЕНИЕ
Нарушения микробиоты  — важный фактор 

в патогенезе инфекционных и соматических 
заболеваний. Индигенная (постоянно присут-
ствующая) микробиота человека выступает 
одним из ключевых компонентов системы фи-
зиологической защиты организма человека [1, 
2]. Бифидобактерии входят в состав индиген-
ной микробиоты человека [3], являясь одними 
из немногих симбиотических микроорганизмов, 
не обладающих патогенными свойствами, отли-
чающихся при этом рядом полезных характери-
стик [1, 2]. Наличие бифидобактерий в кишеч-
нике человека оказывает влияние на развитие 
иммунной системы, поддержание кишечного 
гомеостаза и обеспечение защиты биотопа ор-
ганизма-хозяина от проникновения патогенов 
[4, 5]. Бифидобактерии активно продуцируют 
различные биологически активные соединения: 
витамины, полифенолы, конъюгированные ли-
нолевые кислоты, короткоцепочечные жирные 
кислоты и др. [6]. Многофункциональная роль 
бифидобактерий в организме человека опреде-
лила перспективы их использования в качестве 
основы для пробиотических препаратов [1, 2, 7] 
и продуктов функционального питания [8].

Пробиотические свойства бифидобакте-
рий штаммоспецифичны и связаны с опреде-
ленным, уникальным набором биологических 

характеристик конкретных штаммов [1, 9], ко-
торые оцениваются на этапе отбора культур 
микроорганизмов [10]. Так как на этапе отбора 
не всегда учитываются особенности адаптации 
и выживания микробных культур в организме 
хозяина и возможность их быстрой элиминации 
из биотопа кишечника, то это обусловливает 
в ряде случаев низкую клиническую эффектив-
ность применяемых пробиотиков [11]. Одним 
из способов повышения эффективности про-
биотических препаратов является создание ми-
кробных консорциумов [12]. Известно, что штам-
мы бифидо- и лактобактерий могут вступать 
в конкурентные взаимоотношения как между 
собой, так и с представителями нормальной ми-
кробиоты [13], и лишь транзиторно сохраняются 
в организме.

В проведенных ранее исследованиях 
с использованием штаммов из коллекции би-
фидобактерий лаборатории инфекционной 
симбиологии Института клеточного и внутрикле - 
точного симбиоза Уральского отделения 
Российской академии наук (ИКВС УрО РАН) были 
выявлены критерии индигенности микроорга-
низмов с учетом особенностей их персистен-
ции (адаптации)  — длительного выживания 
микроорганизмов в организме хозяина [3, 14]. 
Было установлено два стабильных параметра 
персистенции индигенных микросимбионтов, 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
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потенциала пробиотических микроорганизмов, используемых для производства пищевых продуктов» (утв. Роспотреб-
надзором 06.12.2010).

определяющих высокий уровень их присутствия 
в толстом кишечнике человека, — лизоцимрези-
стентность (ЛР) и биопленкообразование (БПО) 
[3, 15]. Известно, что процесс формирования 
биопленок бактериями является универсаль-
ным и рассматривается как форма существова-
ния микроорганизмов [16].

Указанные параметры могут быть пригодны 
при отборе индигенных штаммов бифидобак-
терий для их включения в состав пробиотиче-
ских препаратов [17], а также при определении 
уровня биосовместимости штаммов в компо-
зиции [18] в контексте создания мультиштам-
мовых пробиотиков. Важным аспектом при со-
здании пробиотических препаратов является 
изучение межмикробных взаимодействий ис-
пользуемых культур, которые могут проявлять 
в отношении друг друга антагонистическую 
активность или конкурировать за питательные 
вещества [19].

Цель работы — характеристика композиции ин-
дигенных штаммов Bifidobacterium bifidum ICIS-310  
и Bifidobacterium longum ICIS-505 в качестве по-
тенциального пробиотического препарата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

Штаммы бифидобактерий. В работе использо-
вали штаммы B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505, 
ранее выделенные из испражнений здоровых 
лиц в лаборатории инфекционной симбиоло-
гии ИКВС УрО РАН. Предварительно штаммы 
бифидобактерий были идентифицированы 
по культурально-морфологическим и физиоло-
го-биохимическим признакам [20, 21]. Видовую 
принадлежность штаммов определяли 
по масс-спектру белков методом масс-спек-
трометрии MALDI-TOF MS с помощью системы 
Microflex LT (Bruker Daltonics, Германия), 
а также с использованием высокопроизводи-
тельного секвенирования 16S рРНК на плат-
форме MiSeq (Illumina, США). Геномные по-
следовательности штаммов B.  bifidum ICIS-310  
и B.  longum ICIS-505 представлены в базе дан-
ных NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) GenBank (NBYL0000000001, 
RJZF00000000.12). Штаммы депонирова-
ны в Государственной коллекции нормаль-
ной микрофлоры ФБУН «Московский научно- 

исследовательский институт эпидемиологии 
и микробиологии имени Г.Н. Габричевского» 
Роспотребнадзора (№ 1258 и 1260 соответствен-
но) и в сетевой коллекции симбионтных ми-
кроорганизмов и их консорциумов (СКСМ) ИКВС 
УрО РАН (№ 00004B и 00005B соответственно).

Тест-штаммы. Для определения антаго-
нистической активности индигенных штам-
мов использовали культуры из коллекции 
АТСС (American Type Culture Collection, США)  — 
Candida albicans ATCC 24433, Proteus mirabilis 
ATCC 29906, Staphylococcus aureus ATCC 29213, 
Escherichia coli ATCC 25922, Shigella flexneri 
ATCC 12022; коллекции СКСМ ИКВС УрО РАН 
Klebsiella pneumoniaе ICIS-278_PBV (DDBJ/ENA/
GenBank NCVU00000000.13; СКСМ ИКВС УрО 
РАН №  00007B). Для определения лизоцимре-
зистентности использован штамм Micrococcus 
luteus ATCC 15307 (АТСС, США).

Питательные среды. Бифидум-среда 
(кат. №  О53) и агар бактериологический  
(кат. № О58) производства ФБУН «Государст-
венный научный центр прикладной микробио-
логии и биотехнологии» Роспотребнадзора 
(Россия), агар Шадлера (кат. № M291, HiMedia 
Laboratories, Индия), бульон Шадлера 
(кат. № M292, HiMedia Laboratories, Индия).

Методы
Аннотация и анализ генома. Аннотацию и пер-

вичный анализ генов проводили с использова-
нием онлайн-инструментов RAST4. Итоговая 
аннотация геномов бифидобактерий была 
выполнена автоматически с помощью серви-
са NCBI PGAP (Prokaryotic Genome Annotation 
Pipeline)5 после их депонирования в базе дан-
ных NCBI GenBank (NIH, США).

Определение чувствительности к антиби-
отикам. Чувствительность к антибиотикам 
in  vitro определяли диско-диффузионным ме-
тодом с использованием Бифидум-среды и дис-
ков для оценки антибиотикочувствительности 
(ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии 
имени Пастера, Россия)6. Для получения плотной 
питательной среды в Бифидум-среду дополни-
тельно вносили агар бактериологический (15 г/л). 
Исследовали чувствительность к антимикроб-
ным препаратам, относящимся к группам пе-
нициллинов, аминогликозидов, тетрациклинов, 
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фторхинолонов, макролидов, сульфаниламидов, 
гликопептидов и фузидина.

Оценка выживаемости бифидобактерий в био-
логических средах. Для оценки выживаемости 
использовали имитацию желудочного сока 
(NaCl  — 2,2 г; HCl  — 9,9 мл 0,11 M; пепсин сви-
ной — 3,5 ЕД/мг; вода дистиллированная до 1 л, 
pH 2,8±0,1) и желчь (медицинская консервирован-
ная, HiMedia Laboratories, Индия). Монокультуры 
и композицию штаммов бифидобактерий 
(108 КОЕ/мл) инкубировали при 37±1 °C в присут-
ствии желудочного сока в течение 30 мин, в при-
сутствии желчи  — в течение 2 ч. Контрольные 
образцы монокультуры и композиции штаммов 
(108 КОЕ/мл) инкубировали в 0,9% растворе NaCl 
в течение 30 мин и 2 ч соответственно. Опытные 
и контрольные образцы монокультуры и компо-
зиции штаммов высевали на агар Шадлера 
и инкубировали в анаэробных условиях 
при 37±1 °C в CO2-инкубаторе (Binder, Германия)  
в течение 48±1 ч.

Определение жизнеспособных бактерий (ча-
шечный метод)7. Для определения жизнеспособ-
ных клеток монокультур B.  bifidum ICIS-310  
и B.  longum ICIS-505 готовили микробную 
взвесь, соответствующую 0,5 ед. по стандарту 
МакФарланда (McFarland standard 1×108 КОЕ/мл; 
кат. № R092; HiMedia Laboratories, Индия). 
Каждый штамм (1 мл) засевали в 9 мл бульо-
на Шадлера. Приготовленные по стандар-
ту МакФарланда суспензии двух штаммов, 
B.  bifidum ICIS-310 и B.  longum ICIS-505 (1 мл), 
смешивали в соотношении 1:1 и засевали 
в 9 мл бульона Шадлера. Монокультуры и сме-
шанную культуру помещали в CO2-инкубатор 
при 37±1 °C в течение 0, 24, 48 и 72 ч. После ин-
кубирования культуры перемешивали на шей-
кере (Heidolph Reax, Германия), проводили се-
рийные разведения, высевали на агар Шадлера 
и помещали в CO2-инкубатор при 37±1 °C 
в течение 48±1 ч. Далее учитывали количество 
выросших колоний бифидобактерий и опреде-
ляли количество колониеобразующих единиц 
(КОЕ) в 1 мл. В смешанной культуре штаммы 
различали по морфотипам, описывая форму 
колоний. Колонии B.  bifidum ICIS-310: мелкие 
(диаметр колонии 1–2 мм), плоские, кремово-
го цвета, округлые. Колонии B. longum ICIS-505: 
более крупные по размеру (диаметр коло-
нии 3–4 мм) и более выпуклые в сравнении 
с B. bifidum ICIS-310, сметанообразные, белые, 
округлые.

Определение антагонистической активности 
индигенных штаммов. Антагонистическую ак-
тивность бифидобактерий в отношении пато-
генных и условно-патогенных микроорганизмов 
оценивали методом отсроченного антагонизма 
на плотной среде8. По 5 мкл суспензии каж-
дого штамма и композиции бифидобактерий 
(108  КОЕ/мл) пипеткой вносили в центр чашки 
с агаром Шадлера. После инкубации при 37±1 °C 
в CO2-инкубаторе в течение 48±1 ч культуры были 
обработаны парами хлороформа (100  мкл, 
30  мин). Далее на чашку Петри наносили по-
лужидкий агар Шадлера (4,9 мл, 0,7%), пред-
варительно инокулированный тест-штаммами 
(0,1 мл, 108  КОЕ/мл). После инкубации в тече-
ние 18±1 ч при температуре 37±1 °C измеряли 
диаметр зон задержки роста тест-штаммов (мм). 
Штаммы бифидобактерий обладали антагони-
стической активностью по отношению к тест- 
штаммам при наличии зоны угнетения роста  
более 10 мм.

Оценка биопленкообразования. Образование 
биопленок изучали по адгезии микроор-
ганизмов к поверхности 96-луночного по-
листиролового стерильного планшета [22]. 
Бифидобактерии культивировали на агаре 
Шадлера при 37±1 °С в течение 48±1 ч. Затем го-
товили бактериальную суспензию (108 КОЕ/мл) 
и добавляли 15 мкл к 135 мкл бульона Шадлера 
в 96-луночный планшет. В качестве контро-
ля использовали 150 мкл стерильного бульо-
на Шадлера. После инкубации планктонные 
клетки удаляли встряхиванием, а образование 
биопленок анализировали с помощью окра-
шивания кристаллическим фиолетовым (0,1%). 
Количественную оценку биомассы биопленки 
проводили путем измерения оптической плот-
ности при 630 нм (OП630) с помощью фотометра 
ELx 808 (BioTek, США).

Лизоцимрезистентность (антилизоцимная 
активность). Для определения ЛР бактерий 
использовали фотометрический метод, описан-
ный в работе О.В.  Бухарина [14]. Культуры би-
фидобактерий выращивали в бульоне Шадлера 
при 37±1 °С в CO2-инкубаторе в течение 
48±1 ч. Затем измеряли ОП бульонной культу-
ры (ОП450) против чистого бульона Шадлера. 
Полученные бульонные культуры центрифуги-
ровали в течение 15 мин при 3200  g, стерили-
зовали фильтрованием (0,22 мкм, MF-Millipore, 
Германия) и получали бесклеточные суперна-
танты бифидобактерий. В качестве тест-штамма  

7 ОФС.1.7.2.0009.15 Определение специфической активности пробиотиков. Государственная фармакопея Российской Фе-
дерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

8 ОФС.1.7.2.0012.15 Производственные пробиотические штаммы и штаммы для контроля пробиотиков. Государственная 
фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
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9 МУ 2.3.2.2789-10 «Методические указания по санитарно-эпидемиологической оценке безопасности и функционального 
потенциала пробиотических микроорганизмов, используемых для производства пищевых продуктов» (утв. Роспотреб-
надзором 06.12.2010).

для определения ЛР использовали ацетониро-
ванную агаровую культуру M. luteus ATCC 15307.  
Культуру растворяли в 0,9% растворе NaCl, дово-
дили оптическую плотность до 0,30 (0,28–0,32). 
Готовили раствор лизоцима (Sigma Aldrich, США) 
с концентрацией 20 мкг/мл в 1/15 М фосфат-
ном буфере (рН 6,2). Опытные пробы готовили 
из бесклеточного супернатанта бифидобакте-
рий, смешивая с 0,9 и 0,1 мл раствора лизоцима, 
в контрольных пробах вместо бесклеточного 
супернатанта использовали питательный бульон. 
Пробы инкубировали 120 мин при 37±1 °С. Далее 
проводили определение уровня ЛР культур 
по степени лизиса суспензии тест-штамма со-
гласно формуле (1):

 
A =

V2 × Y
,V1 × C × (1 — ∆D0∕∆Dk)

 

(1)

где A  — лизоцимрезистентность, выраженная 
в микрограммах инактивированного лизоцима 
в 1 мл супернатанта, мкг/мл×ОП450; V1 — объем 
раствора лизоцима исходной концентрации 
20 мкг/мл (0,1 мл); V2  — объем бесклеточного 
супернатанта бульонной культуры исследуемо-
го штамма (0,9 мл); С  — исходная концентра-
ция лизоцима (20 мкг/мл); Y  — ОП бульонной 
культуры исследуемого штамма, ед. ОП; ∆D0  — 
изменение ОП суспензии тест-штамма в опыт-
ном образце в временном интервале между 
30 и 150 с; ∆Dk  — изменение ОП суспензии 
тест- штамма в контрольном образце между 30 
и 150 с.

Содержание уксусной кислоты. Пробы 
для определения количества уксусной кисло-
ты, продуцируемой штаммами бифидобакте-
рий в монокультуре и композиции, получали 
при добавлении 1 мл бактериальной суспензии 
(108 КОЕ/мл) в 9 мл бульона Шадлера (общий 
объем 10 мл) и помещали в СО2-инкубатор 
при температуре 37±1 °C в течение 24–72 ч. 
Проводили измерение содержания уксусной 
кислоты в начальной временной точке внесе-
ния культур (0 ч), через 24, 48 и 72 ч.

Содержание уксусной кислоты при культи-
вировании штаммов бифидобактерий опре-
деляли методом газожидкостной хромато-
графии9 с использованием хроматографа 
GC-2010 Plus (Shimadzu, Япония); детекцию 
проводили на пламенно-ионизационном детек-
торе с капиллярной колонкой HP-FFAP (Agilent 
Technologies, США), 0,32 мм, 50 м. Условия хро-
матографирования  — температурный режим: 

испаритель  — 240 °С; детектор  — 260 °С; про-
грамма для капиллярной колонки: 0 мин — 70 °С; 
10 мин — 160 °С; 5 мин — 180 °С; 25 мин — 240 °С. 
В качестве газа-носителя использовали гелий, 
скорость потока 21 см/сек, давление в колон-
ке 74 кПа. Для определения количества компо-
нента в пробе применяли метод абсолютной 
градуировки с предварительным построени-
ем калибровочного графика уксусной кислоты 
(Sigma-Aldrich, США). Концентрацию рассчиты-
вали по площадям пиков с помощью программы 
GCsolution (Shimadzu, Япония).

Статистическую обработку данных прово-
дили с использованием программы Statistica 
10.0 (StatSoft, США) и Microsoft Office Excel 
2010. Результаты представляли в виде среднего 
и стандартного отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Предварительный отбор штаммов 
бифидобактерий и анализ их генома

Предварительно проводили отбор ин-
дигенных штаммов бифидобактерий ки-
шечника человека из коллекции лаборато-
рии инфекционной симбиологии (ИКВС УрО 
РАН, Оренбург). Были отобраны культуры 
B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505, обладаю - 
щие выраженными адаптивными свойствами ин-
дигенных штаммов по способности выживать в ки-
шечнике человека [3, 17], имеющие высокие пока-
затели микробной обсемененности в кишечнике 
(9,1 и 10,0 lg КОЕ/г соответственно), лизоцимрези-
стентности (1,62±0,2 и 1,8±0,2 мкг/мл×ОП450 соот-
ветственно) и биопленкообразования (0,40±0,03 
и 0,50±0,05 ед. ОП630 соответственно).

Анализ генома штаммов бифидобактерий 
показал, что суммарная длина геномной по-
следовательности B.  bifidum ICIS-310 составила 
2,21 млн п.н., B.  longum ICIS-505 — 2,44 млн п.н. 
По объему генома штаммы можно оценить как на-
ходящиеся на уровне верхней границы разме-
ров геномов известных представителей рода 
Bifidobacterium spp. (1,8–2,3 млн п.н.). Число бе-
лок-кодирующих генов у B.  bifidum ICIS-310 со-
ставило 1718, у B. longum ICIS-505 — 2003.

При аннотации генома B.  bifidum ICIS-310 
выявлено, что самые большие группы генов от-
носились к следующим подсистемным категори-
ям: метаболизм белков (207 генов), аминокис-
лоты и их производные (198 генов) и углеводы 
(143 гена). Другие значительные категории гено-
ма включали: кофакторы, витамины, простети-
ческие группы, пигменты (73 гена), компоненты 
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клеточной стенки (70 генов), системы метабо-
лизма ДНК (65 генов) и РНК (62 гена), метаболиз-
ма фосфора (35 генов), жирных кислот, липидов 
и изопреноидов (28 генов), гены деления клеток 
и клеточного цикла (26 генов).

В аннотированном геноме штамма B.  longum 
ICIS-505 самые большие группы генов относи-
лись к категориям: аминокислоты и их производ-
ные (207 генов), системы метаболизма белков 
(204 гена) и углеводов (189 генов), кофакторы, 
витамины, пигменты (96 генов), система мета-
болизма РНК (70 генов), компоненты клеточной 
стенки (63 гена).

В геноме обоих штаммов B.  bifidum ICIS-310  
и B. longum ICIS-505 выявлен ген vanZ, кодирую-
щий белок устойчивости к тейкопланину (глико-
пептидный антибиотик).

Проведенный анализ генома изучаемых штам-
мов бифидобактерий показал, что они не имеют 
генов патогенности и могут быть перспективны 
для дальнейшего исследования с целью созда-
ния пробиотических препаратов.

Исследование пробиотических свойств штаммов 
B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505

Исследование устойчивости штаммов к дей-
ствию антибиотиков. При определении устой-
чивости к действию антибиотиков выявлено, 
что оба штамма бифидобактерий обладают 
антибиотикорезистентностью к пеницилли-
нам, гентамицину и эритромицину (табл. S1, 
опубликована на сайте журнала10). Культура 
B.  bifidum ICIS-310 была также устойчива 
к сульфаниламидам, ванкомицину и фузидину, 
а штамм B. longum ICIS-505 — к фторхинолонам.

Определение уровня экспрессии генов устой-
чивости к антибиотикам и возможности их 
передачи от пробиотических штаммов коммен-
сальной микробиоте in vivo —  важные аспекты 
при оценке безопасности бактерий для выбо-
ра штаммов. Это исключает риск передачи ге-
нов резистентности кишечной микробиоте [23]. 
Долгое время устойчивость молочнокислых 
бактерий к антимикробным препаратам оцени-
валась как допустимое свойство [24], и такие 
штаммы бактерий считались пригодными для ис-
пользования в производстве пробиотиков и кис-
ломолочных продуктов [25]. Однако недавние 
исследования показали, что молочнокислые бак-
терии, являющиеся носителями генов устойчиво-
сти к антибиотикам, могут передавать эти гены 
другим микроорганизмам [26]. Следует отметить, 
что благодаря генетической удаленности клас-
са актинобактерий, включая бифидобактерии, 

от большинства патогенных и условно-патоген-
ных бактерий толстого кишечника, передача 
детерминант устойчивости к антибиотикам пу-
тем горизонтального переноса генов в их слу-
чае ограничена [27]. Кроме того, совместное 
применение пробиотиков и противомикробных 
препаратов может способствовать эффективно-
му восстановлению микробиоценоза толстого 
кишечника человека на этапе лечения.

В дальнейшем для исключения риска гори-
зонтального переноса генов антибиотикорези-
стентности между изучаемыми штаммами и па-
тогенной микрофлорой планируется провести 
анализ на наличие мобильных генетических 
элементов и плазмид, связанных с устойчиво-
стью к антибиотикам, а также предполагается 
проведение исследований in vivo.

Оценка выживаемости B.  bifidum ICIS-310  
и B.  longum ICIS-505 в желудочном соке и желчи. 
При отборе перспективных штаммов необхо-
димым параметром оценки является изучение 
устойчивости бифидобактерий к биологическим 
секретам человека. Поскольку при прохожде-
нии пробиотических бактерий через желудочно- 
кишечный тракт они подвергаются воздействию 
желудочного сока и желчи [28], была проведена 
оценка влияния этих факторов на выживаемость 
культур бифидобактерий.

Изучение выживаемости штаммов бифидо-
бактерий в желудочном соке и желчи в условиях 
in vitro показало, что количество жизнеспособ-
ных клеток в контрольных образцах как в мо-
нокультуре, так и в композиции без добавления 
желудочного сока и желчи составляло не менее 
108 КОЕ/мл. После инкубации в желудочном 
соке в течение 30 мин отмечено уменьшение 
количества клеток обоих штаммов на 3 поряд-
ка — до 1×105 КОЕ/мл. Полученные данные сви-
детельствуют об устойчивости штаммов к дан-
ному стрессовому фактору. Следует отметить, 
что в модельных исследованиях при изучении 
воздействия желудочного сока в отношении 
современных пробиотических штаммов показа-
но снижение выживаемости клеток на 5–6 по-
рядков [29].

В условиях инкубирования культур би-
фидобактерий с желчью в течение 2 ч было 
выявлено уменьшение количества клеток 
B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 на 3–4 по-
рядка — до 1,1×104 и 1×105 КОЕ/мл соответственно.

Определение количества жизнеспособных 
бактерий B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505  
в монокультуре и композиции. Анализ коли-
чества жизнеспособных клеток B.  bifidum 

10 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2025-565-table-s1
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ICIS-310 и B.  longum ICIS-505 в монокультуре 
и композиции (табл. 1) показал, что при раздель-
ном культивировании количество жизнеспособ-
ных бифидобактерий увеличивалось к 48  ч 
(р≤0,05). В композиции культур штаммов через  
48 ч количество микробных клеток было выше, 
чем в монокультурах (р≤0,05). Через 72 ч культи-
вирования количество живых клеток снижа-
лось как в монокультуре, так и в композиции. 
При рассеве композиции бифидобактерий вы-
являлись оба штамма. Полученные данные сви-
детельствуют о том, что исследуемые штаммы 
не подавляют рост друг друга при совместном 
культивировании.

При совместном культивировании B.  bifidum 
ICIS-310 и B.  longum ICIS-505 проявляли синер-
гетический эффект, усиливая некоторые харак-
теристики друг друга (табл. 2). Для оценки были 
выбраны показатели БПО и ЛР, которые хотя 
и не являются обязательными критериями ана-
лиза пробиотических культур, но авторы полага-
ют, что их определение имеет важное значение 
для выявления адаптивного потенциала про-
биотиков в организме человека. Было показано, 
что значения показателей БПО и ЛР в компози-

ции штаммов повышались до 0,89±0,20 ед. ОП630  
и 2,2±0,30 мкг/мл×ОП450 (р<0,05). Представленные 
данные свидетельствуют о биосовместимости 
штаммов изучаемых пробиотических культур [18].

Определение антагонистической активности 
B.  bifidum ICIS-310 и B.  longum ICIS-505 в моно-
культуре и композиции. При оценке пробиоти-
ческого потенциала бифидокультур важным 
параметром является антагонистическая ак-
тивность, отражающая способность к колониза-
ции биотопа кишечника [30]. Для определения 
показателя проводили сравнительный анализ 
антимикробного действия штаммов бифидо-
бактерий в монокультуре и композиции против 
тест- штаммов условно-патогенных и патоген-
ных культур (табл. 3). Установлено, что оба 
штамма бифидобактерий обладали антагони-
стической активностью в отношении кишечной 
палочки, клебсиеллы и стафилококка, а культу-
ра B. longum ICIS-505 дополнительно подавляла 
рост тест-штаммов дрожжевых грибов, протея 
и шигеллы. При этом композиция штаммов об-
ладала более выраженной антагонистической 
активностью (зоны угнетения роста тест-культур 
30–36 мм).

Таблица 1. Динамика изменения количества жизнеспособных клеток в монокультуре бифидобактерий B. bifidum ICIS-310 
и B. longum ICIS-505 и их композиции
Table 1. Changes in the number of viable cells in mono- and co-cultures of B. bifidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505 with time

Время культиви-
рования, ч

Culture time, h

Количество жизнеспособных клеток, КОЕ/мл
Number of viable cells, CFU/mL

Монокультура
Monoculture

Композиция
Co-culture

B. bifidum ICIS-310 B. longum ICIS-505 B. bifidum ICIS-310 B. longum ICIS-505 ICIS-310 + ICIS-505

0 1,0×108 1,0×108 3×107 7×107 1,0×108

24 2,7×109 3,1×108 2,0×108 1,3×108 3,3×108

48 9,9×109 10,3×109 5,1×109 5,6×109 10,7×109

72 8,4×108 9,5×108 4,2×108 5,6×108 9,8×108

Таблица составлена авторами по собственным данным /The table is prepared by the authors using their own data

Таблица 2. Показатели биопленкообразования и лизоцимрезистентности монокультур B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 
и их композиции
Table 2. Biofilm formation and lysozyme resistance of B. bifidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505 in mono- and co-cultures

Показатель
Parameter

Монокультура
Monoculture Композиция штаммов

Co-culture
B. bifidum ICIS-310 B. longum ICIS-505

БПО, ед. ОП630
BFF, OD630 units 0,40±0,03 0,50±0,05 0,89±0,20*

ЛР, мкг/мл×ОП450
LR, μg/mL×OD450

1,62±0,20 1,80±0,20 2,20±0,30*

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. БПО — биопленкообразование; ЛР — лизоцимрезистентность; * — достоверные отличия значений относительно 
монокультур (р<0,05).
Note. BFF, biofilm formation; LR, lysozyme resistance; *, significant differences from monocultures (р<0.05).
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Оценка уровня продукции уксусной кислоты 
штаммами бифидобактерий. Возможным объяс-
нением эффекта потенцирования антагонисти-
ческой активности бифидобактерий в компози-
ции может являться синергетическое действие 
штаммов на метаболическую активность друг 
друга. Проведена оценка уровня продукции би-
фидокультурами ацетата по определению со-
держания уксусной кислоты в бульоне Шадлера 
при культивировании монокультур бифидобак-
терий и их композиции (рис. 1). Показано, что по-
вышение содержания уксусной кислоты в среде 
(в период от 0 до 72 ч) при культивировании 
композиции B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505  
происходило более интенсивно, чем в случае 
монокультур (р≤0,05), достигая уровня 33,2 мМ/л.

Выявленное усиление продукции ацетата 
в композиции бифидокультур имеет важное зна-
чение при создании препаратов пробиотиков. 
Известно, что уксусная кислота обладает антими-
кробным действием в отношении широкого спек-
тра микроорганизмов, а кроме того, оказывает 
влияние на продукцию муцина, что, в свою оче-
редь, может способствовать лучшему прикрепле-
нию пробиотических бактерий к клеткам эпите-
лия кишечника и образованию биопленок [31].

ВЫВОДЫ
1. Проведен предварительный отбор штаммов 

B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 с учетом 
критериев микробной обсемененности в кишеч-
нике человека, лизоцимрезистентности и био-
пленкообразования. Анализ генома штаммов 
показал, что они не имеют генов патогенности.

2. Определение устойчивости исследуемых 
культур к действию антибиотиков выявило, 
что оба штамма бифидобактерий обладают 
антибиотикорезистентностью к пеницилли-
нам, гентамицину и эритромицину. Показана 
устойчивость штаммов к воздействию желу-
дочного сока и желчи.

3. Анализ жизнеспособности B.  bifidum ICIS-310  
и B.  longum ICIS-505 показал, что исследуе-
мые штаммы не подавляют рост друг друга 
при совместном культивировании.

4. При совместном культивировании B.  bifidum 
ICIS-310 и B.  longum ICIS-505 выявлен си-
нергетический эффект в отношении усиле-
ния показателей лизоцимрезистентности 
и биопленкообразования, что свидетельству-
ет об адаптивном потенциале штаммов в ор-
ганизме человека.

5. Оценка лизоцимрезистентности и биоплен-
кообразования может быть рекомендована 
в качестве показателей адаптации и пер-
систенции микробиоты в условиях биотопа 
при отборе и тестировании пробиотических 
штаммов.

Таблица 3. Антагонистическая активность монокультур B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505 и их композиции
Table 3. Antagonistic activity of mono- and co-cultures of B. bifidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505

Штаммы
Strains

Зоны задержки роста тест-штаммов, мм
Zones of test strain growth inhibition, mm

C. albicans  
ATCC 24433

P. mirabilis  
ATCC 29906

S. aureus 
ATCC 29213

E. coli  
ATCC 25922

S. flexneri  
ATCC 12022

K. pneumoniae  
ICIS-278_PBV

B. bifidum ICIS-310 18,0±1,0 18,0±1,0 20,0±1,0 20,0±2,0 19,0±2,0 20,0±1,0

B. longum ICIS-505 21,0±2,0 22,0±3,0 21,0±2,0 22,0±2,0 20,0±2,0 24,0±1,0

B. bifidum ICIS-310 +  
B. longum ICIS-505 36,0±2,0* 30,0±2,0* 30,0±1,0* 30,0±2,0* 32,0±3,0* 34,0±3,0*

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. * достоверные отличия значений относительно монокультур (р<0,05).
Note. * significant differences from monocultures (p<0.05).

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared 
by the authors using their own data

Рис. 1. Динамика изменения содержания уксусной кислоты 
в среде при культивировании монокультур B. bifidum ICIS-310  
и B. longum ICIS-505 и их композиции. На графике представ-
лены средние значения (M) показателя.

Fig. 1. Changes in the acetic acid concentration in mono- and 
co-cultures of B. bifidum ICIS-310 and B. longum ICIS-505 with 
time. The plot shows mean concentrations (M).
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6. Установлено, что оба исследуемых штамма 
бифидобактерий проявляли антагонистиче-
скую активность в отношении тест-штаммов 
условно-патогенных и патогенных культур. 
При этом композиция обладала более вы-
раженной антагонистической активностью, 
а также более высокой способностью к про-
дукции уксусной кислоты, что свидетельству-
ет об их синергетическом действии.

7. Штаммы B. bifidum ICIS-310 и B. longum ICIS-505  
и их композиция перспективны с целью созда-
ния новых пробиотических препаратов.

8. Актуальным направлением дальнейших иссле-
дований является проведение сравнительного  
анализа эффективности разработанной 
композиции штаммов бифидобактерий с ком-
мерчески доступными пробиотическими пре-
паратами.
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