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Резюме

В Пермском НПО «Биомед» разработан состав и технология получения комплексного пробиотика в твердых жела-
тиновых капсулах, содержащего штаммы: Lactobacillus plantarum 8P-A3, L. acidophilus K

3
Ш

24
 и Bifi dobacterium bifi dum 

1. Лабораторно-экспериментальное (доклиническое) изучение этого препарата включало исследование антагони-
стической активности, «острой» и «хронической» токсичности, влияния препарата на гистологические и гематоло-
гические показатели лабораторных животных. Результаты проведенных исследований свидетельствуют, что такой 
комплексный пробиотик по ингибирующей активности в отношении условно-патогенной микрофлоры превосходит 
монопрепараты в тесте отсроченного антагонизма и не оказывает токсического воздействия на организм животных.

Ключевые слова: комплексный пробиотический препарат, антагонистическая активность, острая и хроническая 
токсичность.
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Summary

The composition and technology of complex probiotic in hard gelatin capsules was developed in Perm Branch «Biomed» of 
«Microgen» State Company. The preparation contains three production strains: Lactobacillus plantarum 8P-A3, L. acidophi-
lus K3Ш24 and Bifi dobacterium bifi dum 1. Laboratory and experimental (preclinical) study of the probiotic included investi-
gation of the antagonistic activity, “acute” and “chronic” toxicity, the eff ect of the preparation on histology and hematology 
of laboratory animals. The results of these studies suggested of the probiotic had high inhibitory activity against pathogen-
ic microfl ora when compared with probiotic monopreparations and had no toxic eff ects on laboratory animals.

Keywords: complex probiotic preparation, antagonist activity, acute and chronic toxicity.
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Введение

В Пермском НПО «Биомед» разработана техно-
логия получения комплексного пробиотического 
препарата «Бифилакт-БИЛС» в твердых желати-
новых капсулах, бактериальная композиция ко-
торого содержит три производственных штамма: 
Lactobacillus plantarum 8P-A3, L. acidophilus K3Ш24 
и Bifidobacterium bifidum 1, сочетание которых 

обеспечивает высокую биологическую активность 
пробиотика.

Цель: проведение лабораторно-эксперимен-
тального (доклинического) изучения капсульной 
формы комплексного пробиотического препа-
рата «Бифилакт-БИЛС» для перорального вве-
дения.

Материал и методы исследования

В работе использовали порошок пробиотика «Би-
филакт-БИЛС», предназначенный для наполнения 
твердых желатиновых капсул.

Изучение комплексного пробиотика «Бифи-
лакт-БИЛС» включало исследование антагони-
стической активности, «острой» и «хронической» 
токсичности, влияния препарата на гистологиче-
ские и гематологические показатели лабораторных 
животных.

В тесте отсроченного антагонизма испытывали 
препараты: Бифилакт-БИЛС, Лактобактерин сухой, 
Бифидумбактерин сухой, Ацилакт сухой. Актив-
ность препаратов по отношению к индикаторным 
культурам изучали методом перпендикулярных 
штрихов [1]. В качестве тест-культур использова-
ли штаммы: Staphylococcus aureus 209P, Escherichia 
coli 157, Shigella fl exneri 337 и 170, Sh. sonnei 5063, 
Proteus mirabilis 56/10 и H-237 и Pr. vulgaris 177. Для 
культивирования клеток применяли плотные пи-
тательные среды МРС-5 и Блаурокка, в анаэробных 
(анаэростат с использованием газогенерирующих 
пакетов «BD BBLТМ», США) условиях при темпе-
ратуре 37 оС в течение 96 часов. Индикаторные 
культуры, предварительно выращенные на мя-
со-пептонном агаре в течение 24 часов в аэробных 
условиях, смывали 0,9% раствором натрия хлорида 
и перед посевом доводили их оптическую плот-
ность до 5 единиц по ОСО 42–28–86–86.

Токсичность в «остром» опыте при однократном 
введении экспериментального препарата и в «хро-
ническом» опыте при многократном введении пре-
парата определялась на двух видах животных —  бе-
лых мышах (б. м.) и белых крысах (б. к.).

Белые мыши получены из отделения воспроиз-
водства лабораторных животных Пермского НПО 
«Биомед». Белые крысы поставлялись из питомника 
ГУ НЦБМТ РАМН филиал «Андреевка», г. Мо-
сква. Все животные содержались на стандартном 
рационе.

Дозы препарата рассчитывали на массу тела жи-
вотных по методике, изложенной в руководстве по 
экспериментальному (доклиническому) изучению 
новых фармакологических веществ [1, 2, 3].

Для изучения острой токсичности белым мы-
шам (массой 20 г) вводили испытуемый препарат 
по 0,5 мл перорально однократно в двух дозах: 
9,3 мг/б.м. (10 доз), 93 мг/б.м. (100 доз). Белым кры-
сам (массой 170 г) вводили испытуемый препарат 
по 1,0 мл перорально однократно в двух дозах: 
35 мг/б.к. (10 доз), 350 мг/б.к. (100 доз). Животным 
контрольной группы вводили перорально анало-
гичное количество 0,9% раствора натрия хлорида.

Для изучения хронической токсичности белым 
мышам вводили испытуемый препарат ежедневно 
в течение 10 суток по 0,5 мл перорально в двух до-
зах: 9,3 мг/б.м. (10 доз) и 93 мг/б.м. (100 доз). Белым 
крысам вводили испытуемый препарат по 1,0 мл 
перорально ежедневно в течение 10 дней в двух 
дозах: 35 мг/б.к. (10 доз), 350 мг/б.к. (100 доз). Живот-
ным контрольной группы ежедневно в течение 10 
дней вводили перорально аналогичное количество 
0,9% раствора натрия хлорида.

Наблюдение за животными для выявления 
отклонений в состоянии здоровья и смертности 
проводили один раз в день непосредственно перед 
введением препарата. Клинический осмотр каж-
дого животного проводился один раз до начала 
введения препарата и ежедневно в последующем. 
Отмечали проявление и выраженность следующих 
признаков: симптомы интоксикации, нарушение 
поведения, поза, походка, внешний вид (истощение, 
ожирение, состояние шерстяного покрова).

Изучение влияния пробиотика на внутренние 
органы проводили при тестировании токсичности 
препарата на крысах в «остром» и «хроническом» 
опытах для дозы 350 мг/б.к. (100 доз) через 24 ч и 7 су-
ток после окончания введения препарата. Контролем 
послужили животные, которым вводили 0,9% раствор 
натрия хлорида. У животных, подвергнутых эвтана-
зии, взвешивали и фиксировали следующие органы: 
тимус, сердце, легкие, печень, селезенку, почки. Гисто-
логические исследования проводили на базе кафедры 
патологической анатомии ПГМА им. ак. Е. А. Вагнера.

Определение влияния препарата на гематологи-
ческие показатели проводили при изучении ток-
сичности на крысах в «остром» и «хроническом» 
опытах. Забор крови (1–2 мл) производили непо-
средственно перед забоем животных. В цельной 
крови определяли содержание гемоглобина, общее 
число эритроцитов и лейкоцитов по общепринятым 
методикам. В мазках крови, окрашенных по Рома-
новскому-Гимзе, подсчитывали содержание раз-
личных популяций лейкоцитов путем микроско-
пии под масляной иммерсией с помощью светового 
микроскопа «Micros» (окуляр ×10, иммерсионный 
объектив ×100). Для каждой популяции лейкоцитов 
вычисляли относительные и абсолютные величины.

Результаты исследований обрабатывали мето-
дами вариационной статистики с использовани-
ем компьютерной программы «Microsoft  Excel». 
Статистическую значимость различий между 
группами оценивали с использованием t-крите-
рия Стъюдента. Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05.
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Питательная 
среда

Тест-штамм

Испытуемый
препарат

Зона задержки роста подсеваемого тест-штамма, мм

St.
aureus
209P

E.
coli
157

Sh. 
fl exneri

337

Sh. 
fl exneri

170

Sh.
sonnei
5063

Pr. 
mirabilis

56/10

Pr. 
mirabilis

H-237

Pr. 
vulgaris

177

Среда Блау-
рокка

Бифи-
лакт-БИЛС >30 >30 22,0 ± 

2,00 >30 >30 >30 23,0 ± 
7,00

22,0 ± 
0,00

Бифи-
дум-бакте-
рин

27,0 ± 
3,00

26,0 ± 
4,00

18,0 ± 
1,05

26,5 ± 
3,50

0,00 ± 
0,00

8,50 ± 
1,50

10,0 ± 
0,30

10,0 ± 
1,07

Среда
МРС-5

Бифи-
лакт-БИЛС >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30

Лактобакте-
рин

26,67 ± 
3,33 >30 24,0 ± 

6,00 >30 >30 25,0 ± 
5,00

27,33 ± 
2,67 >30

Ацилакт >30 >30 24,67 ± 
2,73 >30 >30 >30 28,67 ± 

1,33
22,0 ± 
0,00

Таблица 1
Антагонистическая ак-
тивность пробиотических 
препаратов

Клетки крови 10 доз 100 доз Контроль (ФР)
Эритроциты (*1012/л) 4,34 ± 0,22 5,60 ± 0,71 5,36 ± 0,69

Гемоглобин (г/л) 119,0 ± 3,16 112,0 ± 5,02 111,0 ± 3,72
Лейкоциты (*109/л) 7,38 ± 0,37 7,16 ± 0,54 7,65 ± 0,30

Лейкоцитарная формула

П/я нейтрофилы
% (*109/л) % (*109/л) % (*109/л)

1,75±0,75 0,13±0,06 1,50±0,65 0,11±0,05 0,75±0,48 0,06±0,04
С/я нейтрофилы 20,3±1,25 1,50±0,09 27,3±1,11* 1,95±0,08 20,3±2,75 1,55±0,21

Эозинофилы 2,00±0,82 0,15±0,06 2,00±0,71 0,14±0,05 1,25±0,25 0,10±0,02
Базофилы 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Лимфоциты 75,5±2,06 5,58±0,15 67,8±1,18* 4,85±0,08* 77,8±2,50 5,95±0,19

Моноциты 0,50±0,29 0,04±0,02 1,00±0,58 0,07±0,04 0,00 0,00

Таблица 2
Изменение массы органов 
белых крыс в опыте хрони-
ческой токсичности

Средние значения массы внутренних 
органов —  m и их процентное 
соотношение к массе тела —%

Бифилакт-БИЛС Контроль

10 доз 100 доз ФР

через 24 часа после многократного введения препарата

Тимус
m 0,57 ± 0,05 0,46 ± 0,04 0,53 ± 0,02
% 0,25 ± 0,02 0,21 ± 0,01 0,22 ± 0,02

Сердце
m 0,71 ± 0,06 0,80 ± 0,04 0,84 ± 0,10
% 0,32 ± 0,02 0,37 ± 0,02 0,34 ± 0,01

Легкие
m 1,99 ± 0,20 1,83 ± 0,15 2,00 ± 0,14
% 0,87 ± 0,04 0,84 ± 0,05 0,83 ± 0,03

Печень
m 8,54 ± 0,33 8,15 ± 0,45 8,90 ± 1,48
% 3,81 ± 0,29 3,73 ± 0,15 3,60 ± 0,26

Селезенка
m 0,70 ± 0,05 0,67 ± 0,12 0,61 ± 0,04
% 0,31 ± 0,03 0,31 ± 0,04 0,25 ± 0,02

Почки
m 1,58 ± 0,16 1,63 ± 0,10 1,64 ± 0,15
% 0,69 ± 0,04 0,75 ± 0,05 0,68 ± 0,04

через 7 суток после многократного введения препарата

Тимус
m 0,60 ± 0,10 0,62 ± 0,08 0,61 ± 0,06
% 0,25 ± 0,02 0,25 ± 0,03 0,23 ± 0,01

Сердце
m 0,75 ± 0,04 0,76 ± 0,06 0,84 ± 0,03
% 0,31 ± 0,01 0,31 ± 0,01 0,32 ± 0,02

Легкие
m 2,19 ± 0,34 2,28 ± 0,35 1,93 ± 0,06
% 0,92 ± 0,14 0,92 ± 0,11 0,74 ± 0,04

Печень
m 9,67 ± 0,92 8,51 ± 1,08 10,5 ± 1,30
% 4,01 ± 0,11 3,43 ± 0,25 3,94 ± 0,19

Селезенка
m 0,79 ± 0,02 0,69 ± 0,11 0,74 ± 0,10
% 0,34 ± 0,03 0,28 ± 0,02 0,28 ± 0,02

Почки
m 1,59 ± 0,18 1,49 ± 0,14 1,78 ± 0,14
% 0,66 ± 0,02 0,62 ± 0,01 0,67 ± 0,01

Таблица 3
Гематологические пока-
затели белых крыс через 7 
суток после многократного 
введения препарата

Примечание:
*- р <0,05 по сравнению 
с контролем. П/я —  палоч-
коядерные; С/я —  сегменто-
ядерные.
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Результаты исследования

Индикаторные культуры на питательной среде 
Блаурокка оказались наиболее чувствительны-
ми к препарату бифилакт-БИЛС, зона задерж-
ки роста составляет более 30 мм, тогда как ак-
тивность препарата бифидумбактерин заметно 
уступает, показатели зоны задержки колеблятся 
от 0 до 27 мм. На среде МРС-5 все препараты 
проявляют высокую активность по отношению 
к тест-штаммам, но следует отметить пробиотик 
бифилакт-БИЛС, у которого зона задержки роста 
подсеваемых штаммов составляла во всех случаях 
свыше 30 мм (табл. 1).

Таким образом, препарат бифилакт-БИЛС, бак-
териальная композиция которого включает три 
штамма лакто- и бифидобактерий, по своей сово-
купной ингибирующей активности в отношении 
условно-патогенной микрофлоры превосходит 
монопрепараты в тесте отсроченного антагонизма.

В ходе исследования острой и хронической ток-
сичности по данным ежедневной регистрации было 
установлено, что у белых мышей и крыс средний 
показатель прироста массы тела в каждой группе 
достоверно не отличался от контроля. Патологи-
ческих отклонений в поведении и двигательной 
активности не наблюдалось, изменений внешнего 
вида животных в сравнении с контрольной груп-
пой не было. К концу срока наблюдения не отме-
чалось снижения массы тела опытных животных 
по сравнению с контролем.

Через 24 ч и 7 суток после однократного и мно-
гократного введения препарата «Бифилакт-БИЛС» 
и физиологического раствора (ФР) было подвергну-
то эвтаназии по 5 мышей и по 4 крысы от каждой 
группы. Животные были вскрыты, внутренние 
органы извлечены, осмотрены и взвешены. У крыс 
произведен забор крови для гематологического 
анализа, внутренние органы извлечены, осмотре-
ны, взвешены и помещены в 10% раствор форма-
лина для гистологических исследований (табл. 2).

Различий в  патоморфологической карти-
не органов через 24 ч и 7 суток после введения 

испытуемого пробиотика и ФР не было выявлено. 
Внутренние органы животных имели все характер-
ные признаки и строение. Оболочки, выстилающие 
внутренние полости, влажные, серовато-розового 
цвета, без признаков воспаления.

Таким образом, однократное и многократное 
введение препарата «Бифилакт-БИЛС» белым 
мышам и белым крысам не вызывало гибели жи-
вотных, изменения внешнего вида, двигательной 
активности и не привело к патоморфологическим 
изменениям внутренних органов животных.

Проведенные гистологические исследования 
органов крыс в «остром» и «хроническом» опыте 
показали, что при введении максимальной дозы 
препарата (100 доз) наблюдаются признаки слабо 
выраженной гидропической дистрофии печени, 
которая не может расцениваться как проявление 
токсического повреждения органа. В тимусе отме-
чается гиперплазия коркового вещества, которая 
выражена умеренно и может быть расценена как 
иммунный ответ на введение препарата. Таким об-
разом, у комплексного пробиотического препарата 
«Бифилакт-БИЛС» не обнаружено токсического 
действия на организм животных.

Результаты гематологического анализа пока-
зали, что однократное и многократное введение 
комплексного бактерийного препарата «Бифи-
лакт-БИЛС» формы в изучаемых дозах не вызывает 
выраженных изменений в общем анализе крови 
лабораторных животных (табл. 3).

Практически во всех случаях отмечалось не-
большое повышение количества лейкоцитов за 
счет сегментоядерных нейтрофилов и лимфоци-
тов. После многократного введения препарата 
«Бифилакт-БИЛС» в исследуемых дозах к концу 
срока наблюдения у всех опытных крыс наблюда-
лось повышение числа эритроцитов и содержания 
гемоглобина в крови по сравнению с контролем. 
Повышенное содержание гемоглобина можно рас-
ценивать как положительное влияние пробиотиче-
ского препарата.

Выводы

Таким образом, по результатам проведенных иссле-
дований установлено, что комплексный пробиоти-
ческий препарат «Бифилакт-БИЛС» по своей сово-
купной ингибирующей активности в отношении 

условно-патогенной микрофлоры превосходит 
монопрепараты в тесте отсроченного антагонизма 
и не оказывает токсического воздействия на орга-
низм животных.

Литература
1. МУК 4.2. 2602–10. Методы контроля. Биологические 

и микробиологические факторы. Система предре-
гистрационного доклинического изучения безо-
пасности препаратов. Отбор, проверка и хранение 
производственных штаммов, используемых для 
производства пробиотиков / Под ред. Н. В. Медуни-
цына и др. —  Москва. — 2008. — 78 с.

2. Методические указания по изучению общетоксиче-
ского действия фармакологических веществ / сост. 
Е. В. Арзамасцев, Т. А. Гуськова, И. В. Березовская 
и др. —  М. — 14 с.

3. Руководство по экспериментальному (доклини-
ческому) изучению новых фармакологических ве-
ществ / Под ред. члена-корр. РАМН, проф. Р. У. Ха-
бриева. —  Москва. — 2005. — 14 с.

лабораторно-экспериментальное изучение комплексного пробиотического препарата… | laboratory and experimental study of the complex probiotic preparation…


