МУНИЦИПАЛЬНЫЙ ЭТАП ВСЕРОСИЙСКОГО КОНКУРСА ЮНЫХ ИССЛЕДОВАТЕЛЕЙ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

«ОТКРЫТИЯ 2030»

Выживаемость пробиотиков из препарата"Линекс" в условиях пищеварения
(номинация «Клеточная биология, генетика и биотехнология»)
Автор:

Обухов Сергей Сергеевич,
Челябинская область, г. Челябинск
МАОУ «Лицей №102 г. Челябинска»,
МБУДО «ЦДЭ г. Челябинска», класс 10
Педагог - руководитель: 

Баркан Ольга Юрьевна,

учитель биологии высшей категории

МАОУ «Лицей №102 г. Челябинска», преподаватель дополнительного образования МБУДО «ЦДЭ г. Челябинска»

Научный консультант:
Андреева Светлана Владимировна,

доцент кафедры микробиологии, иммунологии и общей биологии биологического факультета 
ФГБОУ ВПО «ЧелГУ», к.б.н.
Челябинск–2022 
Содержание:
	Введение
	3

	1. Литературный обзор
	4

	1.1. Характеристика микроорганизмов, входящих в состав пробиотических препаратов
	4

	1.2. Воздействие пробиотиков на организм человека
	5

	1.3. Характеристика исследованных препаратов
	5

	2. Собственные исследования
	6

	2.1.  Материалы и методы исследования
	6

	2.2. Определение общего количества бактерий, входящих в состав препаратов «Линекс», «Бифидумбактерин», «Лактобактерин»
	6

	2.3. Определение количества живых бактерий в препарате «Лактобактерин»
	7

	2.4. Определение количества живых бифидобактерий в препарате «Бифидумбактерин»
	7

	2.5. Определение количества живых бактерий в препарате «Линекс»
	7

	2.6. Исследование выживаемости в условиях пищеварения
	8

	3. Результаты и обсуждение
	8

	Выводы
	9

	Заключение
	9

	Список литературы
	10

	Приложение
	11


Введение
На теле взрослого человека обитает до трех килограммов различных микроорганизмов! Живые микроорганизмы обитают на коже, слизистых оболочках верхних дыхательных путей, репродуктивного и желудочно-кишечного тракта. Они попадают туда сразу после рождения своего хозяина и начинают активно размножаться. И эта армия микробов на нашей стороне! Если человек длительное время принимал антибиотики или гормональные препараты, употреблял алкоголь, испытывал стресс или придерживался диеты, равновесие полезных и вредных бактерий в организме может нарушиться. Это состояние называют дисбактериозом. Пробиотики – это живые микроорганизмы, являющиеся нормальными обитателям тела, чаще кишечника, здорового человека, они не вызывают заболеваний и не токсичны [7, 9]. Эти живые микроорганизмы могут быть включены в состав различных типов пищевых продуктов, а также лекарственные препараты и пищевые добавки [5]. 

Не смотря на то, что существуют исследования доказывающие пользу применения пробиотиков [1, 4], в настоящее время некоторые учёные говорят о неэффективности пробиотических препаратов в лечении дисбактериозов кишечника: процесс лечения очень долог, а результаты такого лечения нестабильны и неочевидны [2, 8]. Поэтому весьма актуальным является ответ на вопрос «сохраняют ли пробиотики жизнеспособность при прохождении через желудочно-кишечный тракт?».

Цель работы: оценить выживаемость в условиях пищеварения микроорганизмов из пробиотических препаратов «Линекс», «Бифидумбактерин» и «Лактобактерин».

Задачи: 1. Провести микроскопию препаратов «Линекс», «Бифидумбактерин», «Лактобактерин» и определить общее количество бактерий, входящих в состав этих препаратов. 

2. Определить количество живых бактерий в указанных препаратах.
3. Оценить выживаемость в условиях пищеварения микроорганизмов в указанных препаратах.

Гипотеза: после действия пищеварительных ферментов количество пробиотиков из лекарственных препаратов для восстановления микрофлоры останется таким, какое заявлено производителем.

Объект исследования: препараты «Линекс», «Бифидумбактерин», «Лактобактерин»
Предмет исследования: содержание живых пробиотических бактерий в препаратах «Линекс», «Бифидумбактерин», «Лактобактерин» до и после воздействия пищеварительных ферментов

Методы исследования: бактериологический посев, окраска по Граму.
1. Литературный обзор

1.1. Характеристика микроорганизмов, входящих в состав пробиотических препаратов
Согласно ВОЗ, пробиотики – это непатогенные для человека микроорганизмы, которые способны восстанавливать нормальную микрофлору органов, а также губительно воздействовать на патогенные и условно-патогенные бактерии. Иными словами, пробиотиками называют микроорганизмы, которые в норме составляют микрофлору различных органов человека.

В настоящее время к пробиотикам относятся следующие микроорганизмы:

· Лактобактерии (Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. bulgaricus, L. lactis, L. reuteri, L. rhamnosus, L. fermentum, L. jonsonii, L. gassed); 

· Бифидобактерии (Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. longum, B. breve, B. adolescents);

· Непатогенные разновидности Escherichia coli; 

· Непатогенные разновидности Bacillus (В. subtilis); 

· Непатогенные разновидности Enterococcus (Enterococci faecium, Е. salivarius);

· Термофильный стрептококк (Streptococcus thermophylus); 

· Дрожжевые грибки Saccharomyces boulardii.

Лактобактерии (лат. Lactobacillus) — род грамположительных анаэробных неспорообразующих молочнокислых бактерий. Обычно имеют правильную форму длинной палочки, располагаются в коротких цепочках или по одиночке.  На обычных средах не растут, их выращивают на специальных средах. На агаре с гидролизованным молоком и мелом (МРС – агар) бактерии формируют округлые мелкие, размером 2-5 мм, гладкие блестящие колонии серо-белого цвета со сферической поверхностью [7].
Бифидобактерии (лат. Bifidobacterium) — род грамположительных анаэробных бактерий. Бифидобактерии не образуют спор, имеют форму немного изогнутых палочек длиной 2–5 мкм, концы клеток бифидобактерий могут быть раздвоены, утончены или утолщены в виде шаровидных вздутий. Расположение клеток одиночное, парами, V-образное, иногда цепочками или розетками. При первичном выделении строгие анаэробы. Размножение бифидобактерий обусловлено огромным количеством факторов роста. Для культивирования бифидобактерий наиболее распространённой считается печёночно-цистеиновая среда (среда Блаурока), так же для выявления бифидобактерий используют ГМ-среду [4, 7].
Непатогенные разновидности Enterococcus (лат. Enterococcus) — род грамположительных бактерий. Они имеют овальную форму и размер 0,6–2,0 на 0,6–2,5 мкм. Часто представлены парами (диплококки) или короткими цепочками. Энтерококк хорошо растет на всех обычных питательных средах при 37 °С, так же и при комнатной t; на агаре дает прозрачные капелькообразные колонии, типичные для стрептококковой группы, величиной в 1-2 мм. Могут давать гамма-гемолиз на кровяном агаре. В бульоне энтерококк всегда образует равномерную муть; через несколько дней на дне появляется тянущийся осадок. Энтерококк выдерживает нагревание до 60° [7].
1.2. Воздействие пробиотиков на организм человека
Пробиотики оказывают следующие положительные эффекты на физиологические функции и общее состояние человека:

· Улучшение баланса между представителями нормальной микрофлоры и патогенными или условно-патогенными микроорганизмами в пользу первых; 
· Бактерии нормальной микрофлоры, расщепляя компоненты пищи в толстой кишке, продуцируют витамин К, биотин, ниацин и фолиевую кислоту; 

· Пробиотики способствуют расщеплению солей желчных кислот, что позволяет понизить концентрацию холестерина в крови; 

· Улучшение пищеварения, а также нормализация моторной функции кишечника, устранение вздутия живота, метеоризма, колик и др.; 

· Оптимизация времени прохождения пищевого комка по толстому кишечнику; 

· Устранение интоксикации за счет активации компонентов местной иммунной системы;

· Стимуляция и улучшение функций местного иммунитета (Пейеровых бляшек кишечника);

· Восстанавливают микрофлору кишечника после антибиотикотерапии; 

· Купируют понос, вызванный острой кишечной инфекцией [1, 7, 10].
1.3 Характеристика исследованных препаратов
В состав препаратов «Бифидумбактерин» и «Лактобактерин» входят монокультуры нормальной микрофлоры: бифидо- и лактобактерии соответственно.

В состав препарата «Бифидумбактерин» входят бифидобактерии видов B. bifidum, B. longum, B. adolescentis, обезжиренное молоко, коллаген.
Содержание Бифидобактерий не менее 1010 КОЕ/мл. Препарат содержит пребиотики – гидролизат молочного белка, стимулирующие рост собственной микрофлоры. 1 мл препарата содержит не менее 10 млрд. живых бифидобактерий. Многоштаммовый комплекс бифидобактерий обладает свойством неспецифической стимуляции функции печени, способствует нормализации обмена микроэлементов, регулирует обмен биологически активных веществ. Не содержит генетически модифицированных штаммов микроорганизмов. Без консервантов, красителей и адаптеров вкуса.

Сухой препарат «Лактобактерин» представляет собой микробную массу живых, лиофилизированных в среде культивирования лактобактерий (Lactobacillus acidophilus), обладающих антагонистической активностью в отношении широкого спектра патогенных и условно-патогенных бактерий. Препарат содержит в 1 дозе не менее 10 млн живых ацидофильных лактобактерий. 

Одна капсула препарата Линекс® содержит не менее 1,2x107 живых лиофилизированных молочнокислых бактерий: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium infantis, Enterococcus faecium [11]. Пробиотический препарат «Линекс» назначается и применяется при лечении и профилактике дисбактериоза кишечника у детей и взрослых. Часто лечение дисбактериоза основывается на применении антибиотиков, поэтому микроорганизмы, входящие в состав эубиотика «Линекс» устойчивы к их действию, чтобы эффективно восстановить нормальную микрофлору кишечника, несмотря на антибиотикотерапию. Но, отрицательной стороной применения этого препарата, может стать наличие детерминант резистентности, а именно R-плазмид в клетках микроорганизмов, входящих в препарат. Плазмиды могут распространяться в популяциях бактерий, колонизирующих кишечник, что может привести к резистентности не только представителей нормофлоры, но и патогенных бактерий, вызвавших состояние дисбиоза. В то же время проведенных исследований этого препарата не достаточно: не установлена способность штаммов, входящих в препарат, передавать плазмиды резистентности компонентам нормальной микрофлоры кишечника [8]. 
2. Собственные исследования
2.1. Материалы и методы исследования
Исследование проводилось в учебной лаборатории микробиологии и иммунологии биологического факультета ФГБОУ ВПО «ЧелГУ» на базе бактериологической лаборатории МБУЗ ГКБ № 6 г. Челябинска. В экспериментах исследовали выживаемость пробиотиков в составе коммерческих препаратов «Линекс», «Бифидумбактерин» и «Лактобактерин». Для исследования из каждой партии препарата использовали по 5 капсул (10 проб).
2.2. Определение общего количества бактерий, входящих в состав препаратов «Линекс», «Бифидумбактерин», «Лактобактерин»
Количество бактерий в одном миллилитре препарата определяли подсчетом клеток пробиотиков по методу Брида, описанному в методических рекомендациях [3].
Сухие препараты «Лактобактерин» и «Линекс» разводили стерильным физиологическим раствором в соотношении 1:10. Жидкий «Бифидумбактерин» микроскопировали без разведения, т.к. он уже в жидком виде. На предметном стекле восковым карандашом наносили квадрат площадью 2×2 см (400 мм²). Микропипеткой в центр квадрата вносили 0,01 мл испытуемого препарата, и равномерно распределяли его в пределах квадрата, т. е. готовили мазок с известной площадью. Мазки подсушивали на воздухе, фиксировали и обезжиривали от 10 до 15 минут в спирте. 

Окрашивали мазки по Грамму: на мазок накладывали полоску, пропитанную раствором кристаллического фиолетового, и наливали 2-3 капли воды. Выдерживали 2 минуты. Снимали полоску пинцетом и наливали раствор Люголя. Выдерживали 1 минуту. Промывали мазок водой. Обесцвечивали 96% спиртом в течение 30 секунд и промывали водой. Мазок заливали раствором фуксина на 2 минуты. Препарат промывали и высушивали, промокая фильтровальной бумагой.
Проводили расчет количества микробов, содержащихся в одном миллилитре испытуемого препарата. Учитывая, что площадь поля зрения иммерсионного объектива равна 0,02 мм², площадь мазка делили на площадь иммерсионного объектива 400 мм²: 0,02 мм² = 20000 полей зрения. Среднее количество бактерий, содержащихся в одном поле зрения иммерсионного объектива, умножали на количество полей зрения, укладывающихся в мазке (20000 полей зрения); так как мазок был приготовлен из 0,01 мл препарата, то в 1 мл их содержалось в 100 раз больше.
2.3. Определение количества живых бактерий в препарате «Лактобактерин»
Количество живых лактобактерий определяли высевом соответствующих десятикратных серийных разведений схема исследования представлена в приложении А рис. 1. «Лактобактерина» на плотную среду Рогоза и определяли количество колоние-образующих единиц в миллилитре препарата (КОЕ/мл) [3]. 
2.4. Определение количества живых бифидобактерий в препарате «Бифидумбактерин»
Определение живых бифидобактерий проводили методом серийных разведений (приложение А рис 2) в жидкой питательной среде Блаурокка. Количество бифидобактерий определяли по наличию роста в соответствующем разведении. Из пробирок с характерным ростом бифидобактерий (в виде «комет») готовили мазки, окрашивали по Граму [3]. Если в мазке обнаруживали микроорганизмы с типичной для бифидобактерий морфологией (Грам положительные палочки), пробу считали положительной.
2.5. Определение количества живых бактерий в препарате «Линекс»
По инструкции препарат «Линекс» содержит лактобактерии (Lactobacillus acidophilus), бифидобактерии (Bifidobacterium infantis) и энтерококки (Enterococcus faecium). Определение живых лакто- и бифидобактерий проводили аналогично с описанными выше методиками (Приложение А, рис. 1 и рис. 2 ). Для определения количества живых энтерококков готовили серию разведений препарата и из каждого разведения делали высев 0,1 мл из каждого разведения на дифференциально-диагностическую среду с полимиксином. Подсчитывали количество колоний.
2.6. Исследование выживаемости в условиях пищеварения

Модельные среды готовили на основе цитратнофосфатного буферного раствора и ферментных препаратов ацидин-пепсина и панзинорм форте 20000. Суть методики состоит в инкубации микроорганизмов последовательно в кислой (pH 2,0) и щелочной (pH 7,2) модельных средах, в течение среднего времени пребывания смешанной пищи соответственно в желудке и в кишечнике с последующим определением числа выживших микроорганизмов [3]. Моделирование условий пищеварительных процессов в ротовой полости не проводилось, т.к. при применении, капсула препарата сразу же проглатывается человеком вместе с глотком воды, и находится во рту незначительно малое время (Приложение Б таблица 1). Количество живых бифидобактерий в суспензиях из капсул, после взаимодействия с ферментными препаратами, определяли методом серийных разведений исследуемых суспензий в жидкой питательной среде Блаурокка и определяли количество колониеобразующих единиц в миллилитре продукта (КОЕ/мл). Количество живых лактобактерий в суспензиях капсул, после взаимодействия с ферментными препаратами, определяли высевом соответствующих десятикратных серийных разведений исследуемых суспензий на плотную среду Рогоза и подсчетом выросших колоний (КОЕ/мл). Схематично метод исследования изображён на рис. 1 (приложение А), условия исследования на выживаемость показаны в таблице 1 приложения Б.

3. Результаты и обсуждение
В результате исследования было установлено, что общее количество бактерий (ОКБ) в 1 мл каждого из исследованных препаратов примерно соответствовало количеству, указанному производителем (Приложение Б табл. 2). 
Из препарата «Линекс» наблюдался рост только энтерококков, а бифидо- и лактобактерии не выросли на питательных средах, т.е. живых бактерий указанных видов мы не выделили, в то время как бифидо- и лактобактерии из препаратов «Лактобактерин» и «Бифидумбактерин» вырастали на таких же средах и в аналогичных условиях в достаточном количестве. 
Общее количество морфотипов бактерий в исследованных пробах препарата, соответствовало заявленному производителем (одна капсула «Линекс» содержит не менее 1,2х107 живых лиофилизированных бактерий), результаты подсчёта по методу Виноградского-Брида представлены в таблице 2 (Приложение Б). 

Микроскопия препарата до постановки эксперимента с выживаемостью показала, что грамположительных палочек в исследованных партиях препарата «Линекс» было 1,2х107. Однако можно заключить, что уже к четвёртому часу эксперимента лакто- и бифидобактерий в модельной среде с ацидин-пепсином не обнаружено, также как и на двенадцатый час эксперимента, в среде с панзинормом форте 20000. Энтерококки обнаружены в модельной среде с ацидин-пепсином, однако на двенадцатый час эксперимента в среде с панзинормом форте 20000 их не было.

Данные, приведённые в таблице 3 (приложение В), указывают на то, что после пребывания в условиях in vitro, имитирующих процесс пищеварения у человека, пробиотические лакто- и бифидобактерии не выросли на питательных средах, следовательно являлись нежизнеспособными. Энтерококки погибали на питательных средах уже к двенадцатому часу культивирования.

Пробиотические штаммы микроорганизмов из препаратов «Лактобактерин» и «Бифидобактерин», выживали как в модельных средах, так и на питательных средах, после инкубации в условиях пищеварения, в то время как бактерии из исследованных образцов препарата «Линекс» не показывали таких результатов.
Выводы
1. Общее количество бактерий в 1 мл каждого из исследованных препаратов соответствовало количеству, указанному производителем. 
2. Из препарата «Линекс» живыми были только энтерококки, а бифидо- и лактобактерии не выросли на питательных средах. Бифидо- и лактобактерии из препаратов «Лактобактерин» и «Бифидумбактерин» вырастали на таких же средах и в аналогичных условиях.

3. В условиях, имитирующих процесс пищеварения человека, количество живых бактерий во всех исследованных препаратах снижалось на несколько порядков.
Заключение
Важным требованием, предъявляемым к пробиотику, как средству заместительной терапии, является выживаемость микроорганизмов, входящих в его состав, в условиях пищеварения. Если выживаемость пробиотиков низкая, то достижение лечебного эффекта становится маловероятным и даже невозможным, значит применение такого пробиотического препарата не имеет смысла. 

Из всех полученных и представленных данных следует, что в результате воздействия на пробиотические микроорганизмы факторов, имитирующих пищеварение у человека, происходит заметное снижение числа жизнеспособных микробных клеток: сначала в кислой среде с ферментным препаратом ацидин-пепсином, а затем в щелочной среде с панзинормом. На основании полученных результатов, можно с большой долей вероятности заявить, что в реальных условиях терапии пробиотическим препаратом «Линекс» исследованных нами партий, в после перехода в желудок, тонкий и толстый кишечник человека, страдающего дисбиотическим расстройством, поступало бы сниженное число энтерококков, а лакто- и бифидобактерии не поступали бы вовсе, и это могло бы стать причиной неэффективного лечения.
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Приложение А
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Рис. 1 Схема метода исследования
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Рис. 2 Схема приготовления серийных разведений в среде Блаурокка

Приложение Б 
Таблица 1
Условия исследований пробиотических бактерий из препарата «Линекс», «Бифидумбактерин» и «Лактобактерин» на выживаемость в модельных средах, имитирующих процесс пищеварения

	Модельная среда
	Условия исследований

	
	Ферменты
	Время инкубации (ч)
	Температура инкубации (Со)
	pH среды

	Среда с ацидин-пепсином


	Бетаина гидрохлорид (ацидин); пепсин


	4
	37
	2,0

	Среда с панзинормом форте 20000


	Панкреатин (свиной); липазы; амилазы; протеазы
	12
	37
	7,2


Таблица № 2
Содержание пробиотиков в исследованных пробиотических препаратах до эксперимента в условиях пищеварения
	Название препрарата
	Виды пробиотиков
	Общее количество бактерий в 1 мл препарата, по Бриду
	Содержание живых бактерий

	«Лактобактерин» 
	Lactobacillus acidophilus
	1,7 ∙ 107
	1,2 ∙ 107

	«Бифидумбактерин»
	Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium adolescentis
	1,5 ∙ 109
	1 ∙ 109

	«Линекс» 
	Bifidobacterium infantis
	1,5 ∙ 107
	0

	
	Lactobacillus acidophilus
	
	0

	
	Enterococcus faecium
	
	1 ∙ 107


Приложение В
Таблица 3
Количество живых микроорганизмов на разных этапах эксперимента
	Препарат
	Виды м/о, заявленные производителем
	Содержание живых бактерий на питательных средах, до и после инкубации в модельных средах КОЕ/мл

	
	
	0 час
	1 час
	12 час

	«Линекс»
	Lactobacillus acidophilus
	-
	-
	-

	
	Bifidobacterium infantis
	-
	-
	-

	
	Enterococcus faecium
	1,2 × 107
	6 × 105
	-

	«Бифдумбактерин» - жидкий концентрат бифидобактерий
	Bifidobacterrium bifidum, Bifidobacterium longum
	1 × 107
	1 × 105
	1 × 105

	«Лактобактерин» сухой


	Lactobacillus acidophilus
	1 × 107
	1 × 107
	1 × 106
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