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В публикуемой статье приводятся результа-
ты микробиологического исследования препа-
рата «Линекс» (Сандоз): определение видовой 
идентификации и чувствительности к антибио-
тикам микроорганизмов, входящих в его состав, 
в свете предлагаемых на сегодняшний день 
международными экспертными организация-
ми подходов к оценке безопасности продуктов, 
содержащих живые микроорганизмы.
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Уровень потребления пробиотиков в соста-
ве продуктов питания, биологически активных 
добавок к пище и в качестве лекарственных пре-
паратов неуклонно возрастает. Одновременно 
увеличивается количество исследований, посвя-
щенных эффективности данных средств при 
различных патологических состояниях. В то же 
время вопрос о безопасности применения про-
дуктов, содержащих живые микроорганизмы, 
для человека остается открытым. Официальная 
процедура оценки безопасности пробиотиков, 
входящих в состав пищевых добавок, в Европе 
не установлена.

Контактный адрес:
Марина Витальевна Сухорукова
Эл. почта: Marina.Sukhorukova@antibiotic.ru

Antimicrobial Susceptibility of Bacterial Strains Contained  
in the Probiotic Preparation «Linex» (Sandoz)

M.V. Sukhorukova, A.V. Timokhova, M.V. Edelstein, R.S. Kozlov
Institute of Antimicrobial Chemotherapy, Smolensk, Russia

Currently, there is an ever-increasing consumption 
of probiotics contained in foods, food supplements, and 
medicinal products. A number of studies to determine 
efficacy of those products in different medical conditions 
is also increasing. Meanwhile, safety of probiotic-contain-
ing products administration in humans is not fully known. 
In Europe, no formal safety assessment procedure for 
probiotics contained in food supplements is established. 
This paper presents the results of a microbiological 
study of probiotic preparation «Linex» (Sandoz). Species 

identification and antimicrobial susceptibility testing for 
bacterial strains contained in the product were performed 
in this study. All testing were conducted according to 
the proposed by the international expert organizations 
approaches to the safety assessment of live microorgan-
isms-containing products.
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напротив, строго регламентируется Европейским 
Управлением по безопасности пищевых продуктов 
(European Food Safety Authority, EFSA). Изучение 
чувствительности к антибиотикам штаммов бакте-
рий, предназначенных для использования в составе 
кормовых добавок, является одним из обязатель-
ных этапов оценки безопасности таких продуктов 
[14, 15]. По мнению экспертов, такой подход к 
оценке безопасности, в принципе, может быть при-
менен ко всем микроорганизмам, участвующим в 
пищевой цепи [16].

В последнее десятилетие проведен целый ряд 
исследований, направленных на выбор научно-
обоснованных критериев оценки безопасности 
пробиотиков для  человека [17]. Среди них: про-
екты Евросоюза PROSAFE («Biosafety Evaluation 
of Probiotic Lactic Acid Bacteria for Human 
Consumption»); ACE-ART («Assessment and Critical 
Evaluation of Antibiotic Resistance Transferability 
in the Food Chain»); разработка рекомендаций по 
оценке пробиотиков в продуктах питания рабочей 
группы Всемирной Организации Здравоохранения 
ООН, Продовольственной и сельскохозяйственной 
Организации (Food and Agriculture Organization 
ООН (FAO/WHO) и другие исследования, орга-
низованные национальными и международными 
научными обществами [15].

Анализ результатов проведенных исследований 
позволил экспертам выделить основные факторы, 
влияние которых необходимо учитывать при оцен-
ке безопасности ингредиентов пробиотических 
средств. Среди них: (1) количество жизнеспособ-
ных микроорганизмов; (2) свойства микроорга-
низмов, зависящие от используемых ферментатив-
ных сред и условий культивирования; (3) наличие 
любых филогенетически родственных микроор-
ганизмов, способных продуцировать токсины для 
млекопитающих; (4) способность микроорганизмов 
персистировать в желудочно-кишечном тракте и 
(5) резистентность микроорганизмов к клиниче-
ски значимым антибиотикам, особенно с учетом 
наличия любых трансмиссибильных генетических 
элементов, несущих детерминанты антибиотикоре-
зистентности [15, 18].

Цель исследования - определить чувствитель-
ность к антибиотикам штаммов бактерий, вхо-
дящих в состав пробиотика «Линекс», и нали-
чие необычных фенотипов - превышение МПК 
антибиотика по сравнению с эпидемиологическими 
видоспецифическими пограничными концентраци
ями (ECOFFs), которые могут являться предик-
торами приобретенных детерминант резистент-
ности.

Введение

Использование пробиотиков в виде продуктов 
питания, в качестве биологически активных доба-
вок к пище и лекарственных препаратов издавна 
привлекало внимание человечества. Вопрос о целе-
сообразности их применения в профилактических 
и терапевтических целях при различных патологи-
ческих состояниях наиболее активно обсуждается в 
литературе в последние годы.

Отрадно, что наряду с ростом потребления про-
биотики все чаще становятся объектом серьезного 
научного изучения в рамках микробиологических, 
рандомизированных клинических исследований и 
метаанализов. Сегодня в России продаются проби-
отики более ста различных наименований, однако 
лишь некоторые из них имеют регистрацию в каче-
стве лекарственных средств. Препарат «Линекс» 
(Sandoz) – один из наиболее известных среди 
последних.

Пробиотики в качестве лекарственных препа-
ратов должны, в первую очередь, соответствовать 
двум обязательным требованиям: клинически дока-
занная польза для здоровья и безопасность при 
применении у человека [1].

Влияние пробиотиков на здоровье человека изу-
чено при следующих патологических состояниях:

- антибиотик-ассоциированная диарея [2-3];
- острая диарея [4-5];
- профилактика диареи путешественников [6];
- эрадикация Helicobacter pylori и уменьшение 

частоты нежелательных лекарственных реакций на 
фоне антихеликобактериальной терапии [7-10], 
а также снижение частоты колонизации H. pylori 
[11, 12].

Несмотря на длительную историю изучения 
влияния пробиотиков на здоровье человека, вопрос 
оценки безопасности современных средств не теря-
ет своей актуальности. Такие характеристики про-
биотиков, как: видовой состав микроорганизмов; 
дозы, предусматривающие попадание в организм 
человека микроорганизмов в количестве, суще-
ственно превышающем их естественный уровень 
содержания в продуктах питания; современные 
способы производственного культивирования – 
значительно изменились на протяжении последних 
десятилетий. Опубликованные в последние годы 
обзоры, касающиеся клинического применения 
пробиотиков, зачастую не содержат ответа на этот 
вопрос [13]. Официальная процедура оценки без-
опасности пробиотиков, входящих в состав пище-
вых добавок, в Европе не установлена.

Контроль безопасности кормовых добавок для 
животных, содержащих живые микроорганизмы, 
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методом разведений с определением минималь-
ных подавляющих концентраций (МПК) анти-
биотиков в отношении исследуемых микроорга-
низмов. Двойные серийные разведения химически 
чистых субстанций антибактериальных препара-
тов готовились в соответствии с рекомендация-
ми Европейского комитета по определению чув
ствительности микроорганизмов к антибиотикам 
(EUCAST) [1]. Перечень антибактериальных пре-
паратов и диапазон разведений для каждого из них 
представлены в табл. 3.

Выбор антибиотиков для определения чув-
ствительности осуществлялся с учетом природной 
устойчивости бактерий, входящих в состав изуча-
емых лекарственных средств, и исходя из пере-
крестной резистентности к представителям одной 
группы антибактериальных препаратов (АБП) на 
основе постулата о том, что чувствительность (или 
устойчивость) к исследуемому препарату является 
предиктором чувствительности (или устойчиво-
сти) к другим представителям соответствующей 
группы.

Для контроля качества определения чув-
ствительности параллельно с тестируемы-
ми штаммами определяли МПК в отноше-
нии международных контрольных штаммов 
Staphylococcus aureus ATСC29213 и Entero coc
cus faecalis ATCC 29212; оценка результатов опре-
деления МПК проводилась в соответствии с дей-
ствующими критериями [20–22].

Чувствительность к антибиотикам Lactobacil
lus spp. определялась стандартным методом микро-
разведений в бульоне LSM (90% бульона Iso-
Sensitest, OXOID, 10% бульона M.R.S., OXOID, pH 
6,7) с использованием микротитровальных план-
шетов в условиях аэробной атмосферы при 35 °C в 
течение 24 ч [22].

Определение чувствительности Bifidobacte
rium spp. проводили методом микроразведений в 
бульоне с использованием среды LSM (как опи-
сано выше для Lactobacillus spp.) с добавлением 

Материал и методы

Образцы препаратов. Данные об исследован-
ных образцах препарата «Линекс» приведены в 
табл. 1.

Выделение и идентификация бактериальных 
штаммов. Содержимое капсулы асептически ресу-
спендировали в 10 мл стерильного 0,85% раствора 
NaCl до получения однородной суспензии, из кото-
рой готовили ряд последовательных 10-кратных 
разведений. Исходную суспензию и ее разведе-
ния наносили на питательные среды для выделе-

ния соответствующих микроорганизмов (табл. 2). 
Колонии микроорганизмов с морфологией, типич-
ной для Lactobacillus spp., Enterococcus faecium и 
Bifidobacterium spp., выделяли после окончания 
необходимого периода инкубации с агара M.R.S., 
агара Enterococcosel, агара M.R.S. с добавлением 
0,03% L-цистеина соответственно (по 10 изолиро-
ванных колоний каждого типа, всего 40 колоний 
для каждого штамма, входящих в состав препара-
та). Используемые питательные среды и условия 
инкубации представлены в табл. 2.

Идентификация была выполнена с использо-
ванием метода время-пролетной MALDI-масс-
спектрометрии белков на анализаторе MALDI 
BioTyper System (Bruker Daltonics, Германия) в 
соответствии с рекомендациями производителя.

Определение чувствительности к антибиоти-
кам. Определение чувствительности проводилось 

Таблица 1. Исследованные образцы препарата 
«Линекс»

№ флакона Номер 
партии

Дата  
производства

Срок  
годности

1 BD2076 01.2011 01.2013

2 BK2497 01.2011 01.2013

3 BM7627 03.2011 03.2013

4 BM9220 03.2011 03.2013

Таблица 2. Питательные среды и условия инкубации

Питательная среда Назначение Условия инкубации Длительность инкубации

M.R.S. агар* Lactobacillus spp. 5% CO2, 35 °C 24 ч

Агар Enterococcosel** Enterococcus faecium Обычная атмосфера, 35 °C 24 ч

M.R.S. агар* + 
0,03% L-цистеина

Bifidobacterium spp. Анаэробные условия – 
80,9% N2, 10% CO2, 9,1% H2, 35 °C
Инкубатор BugBox Station 
(Jouan)

48 ч

Примечание: * – M.R.S. агар –de man, Rogosa, Sharpe; OXOID, (Великобритания);
** – агар Enterococcosel – Becton Dickinson (США)
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больше, чем на 1 последовательное разведение в 
1–2 (из 10) повторов. Различий между партиями 
препарата «Линекс» выявлено не было.

Обсуждение результатов

Проблему чувствительности бактерий, входящих 
в состав пробиотиков, следует рассматривать с двух 
позиций. С одной стороны, если штаммы, входящие 
в состав пробиотиков, чувствительны к антибактери-
альным препаратам, возникает вопрос: является ли 
их одновременное использование целесообразным? 
Опубликованные результаты целого ряда клиниче-
ских исследований и метаанализов демонстрируют 
эффективность применения пробиотиков совместно 
с антибиотиками для профилактики возникновения 
нежелательных лекарственных реакций последних 
(в первую очередь, со стороны ЖКТ), несмотря на 
данные in vitro о чувствительности пробиотических 
микроорганизмов ко многим антимикробным пре-
паратам [12]. С другой стороны, живые микроор-
ганизмы, используемые в составе пробиотических 
добавок и лекарственных препаратов, резистентные 
к антибиотикам, не должны становиться источни-
ком приобретенных детерминант устойчивости к 
антибиотикам для бактерий, обитающих в ЖКТ 
человека, тем самым внося свой вклад в распростра-
нение антибиотикорезистентности.

Выявление приобретенной антибиотикорези-
стентности у пробиотических микроорганизмов 
является необходимым этапом оценки безопасно-
сти кормовых добавок [14, 24, 27] и предлагается 
научной общественностью как один из критериев 
безопасности применения пробиотиков у чело-
века [15]. Применяемые для этой цели методы 
должны соответствовать международным стан-
дартам.

0,03% L-цистеина. Инкубация микротитровальных 
планшетов проводилась в анаэробных условиях в 
течение 40–48 ч [22, 23].

Чувствительность E. faecium определяли стан-
дартным методом разведений в агаре Мюллера–
Хинтон (Becton Dickinson) согласно рекомендаци-
ям EUCAST [19].

Минимальная концентрация, при кото-
рой не было выявлено признаков роста микро-
организма, расценивалась как МПК антибиоти-
ка в отношении данного изолята. Медиана зна-
чений МПК рассчитывалась для каждой пары 
микроорганизм+антибиотик, исследованной в 10 
повторностях (индивидуальные значения МПК 
для 10 изолятов каждого штамма). Полученное 
значение сравнивалось с известными эпидемио
логическими пограничными концентрациями 
(ECOFFs) для соответствующих комбинаций 
микроорганизм+антибиотик [24–27].

Для распределения штаммов на чувствительные, 
умеренно резистентные или резистентные использо-
вались современные критерии Института по клини
ческим и лабораторным стандартам (CLSI) США, 
EUCAST и EFSA [20, 21, 28].

Результаты исследования

Результаты видовой идентификации бактерий, 
выделенных из препарата «Линекс», представле-
ны в табл. 4. Все выделенные изоляты с высокой 
степенью достоверности были идентифицированы 
до вида – Enterococcus faecium, Lactobacillus gasseri, 
Bifidobacterium longum.

При определении чувствительности исследо-
ванных штаммов бактерий, выделенных из пре-
парата «Линекс», индивидуальные значения МПК 
антибиотиков отличались от значения медианы не 

Таблица 3. Антибактериальные препараты, использованные для определения чувствительности 
штаммов бактерий, входящих в состав пробиотика «Линекс»

Антибиотик
Диапазон тестируемых концентраций, мг/л

Enterococcus spp. Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp.

Ампициллин 0,125–256 0,032–16 0,032–16

Ампициллин/сульбактам (4 мг/л) – 0,032–16 0,032–16

Гентамицин 4–4096 1–2048 –

Эритромицин 0,016–32 0,016–32 0,016–32

Клиндамицин – 0,032–32 0,032–32

Хлорамфеникол 1–128 0,25–128 0,25–128

Тетрациклин 0,25–128 0,125–128 0,125–128

Ципрофлоксацин 0,25–128 – –

Ванкомицин 0,125–32 0,125–128 0,125–128

Триметоприм/сульфаметоксазол (1:19) 0,125–32 0,5–256 0,5–256
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к антибиотикам штаммов, входящих в состав пре-
парата «Линекс», показали следующее:

– E. faecium в соответствии с действующими 
критериями EUCAST и CLSI был резистентен 
к ампициллину (уровень МПК выше опублико-
ванных значений ECOFF), и ципрофлоксацину в 
соответствии с критериями CLSI для МПК, равной 
значению ECOFF (4 мг/л);

– штаммы B. longum в соответствии с критерия-
ми EUCAST и EFSA были чувствительны ко всем 
исследованным антибиотикам;

– штаммы L. gasseri в соответствии с критерия-
ми EFSA  были резистентны к гентамицину, эри-
тромицину и тетрациклину а к хлорамфениколу – 
в соответствии с критериями EUCAST и EFSA с 
МПК, превышающими значения ECOFF.

Эти данные, во-первых, свидетельствуют о соот-
ветствии изученных штаммов пробиотиков пред-
лагаемому EFSA критерию – наличие чувствитель-
ности, как минимум, к двум антибактериальным 
препаратам, используемым в клинической прак-
тике. Во-вторых, выявленная нечувствительность 
E. faecium и L. gasseri, входящих в состав пробио-
тика «Линекс», к некоторым антибактериальным 
препаратам может способствовать выживанию этих 
бактерий в условиях проведения антибактериаль-
ной терапии [1].

В отличие от большого числа работ, посвящен-
ных изучению механизмов формирования и рас-
пространения резистентности у патогенных микро-
организмов, опубликованных данных о механизмах 
резистентности некоторых родов бактерий, не име-
ющих патогенных видов, крайне мало [27]. Так, 
при выполнении исследования PROSAFE было 
обнаружено шесть штаммов лактобактерий, вхо-
дящих в состав различных пробиотиков, которые 
были фенотипически устойчивы к тетрациклину 
и/или эритромицину и обладали генами erm(B) и/
или tet(W), tet(M), а также неидентифицирован-
ными генами группы tet(M). В ходе экспериментов 
in vitro осуществить передачу этих детерминант 
резистентности как между представителями одного 
вида, так и между представителями разных видов, 
не удалось. У трех штаммов лактобактерий феноти-

Согласно опубликованным совсем недавно 
«Рекомендациям EFSA по оценке чувствительно-
сти бактерий к антибиотикам, имеющим медицин-
ское и ветеринарное значение», первым и необхо-
димым этапом этой работы является определение 
МПК следующих антибиотиков: ампициллина, ван-
комицина, гентамицина, канамицина, стрептоми-
цина, эритромицина, клиндамицина, тетрациклина, 
хлорамфеникола, в отдельных случаях – и неко-
торых других препаратов, включая триметоприм/
сульфаметоксазол, и использование полученных 
результатов в качестве предикторов резистентно-
сти к другим представителям АБП соответствую-
щих групп [27].

Необходимо отметить, что оценка возможности 
передачи in vivo детерминант антибиотикорези-
стентности от штаммов, входящих в состав про-
биотиков, микроорганизмам, обладающих более 
мощным патогенным потенциалом, является край-
не сложной задачей. В связи с этим ключевым 
моментом на практике является разделение попу-
ляции микроорганизмов с природной резистентно-
стью к антибиотику (антибиотикам) от популяции 
с приобретенной резистентностью. Превышение 
значений МПК антибиотика в отношении исследу-
емых штаммов значения ECOFF того же препарата 
позволяет предположить наличие приобретенных 
детерминант резистентности. В последней кате-
гории является важным дальнейшее разделение 
резистентности, связанной со случайными генети-
ческими событиями в хромосомных генах (напри-
мер инактивация топоизомеразы, приводящая к 
устойчивости к хинолонам), и трансмиссибильной 
резистентности, когда детерминанты устойчивости 
связаны с мобильными генетическими элементами 
(плазмидами, транспозонами и др.) [27].

Еще одним требованием к штаммам, предна-
значенным для применения у человека в составе 
пробиотиков, приведенным в указанном докумен-
те, является чувствительность, по крайней мере, к 
двум антибиотикам, имеющим клиническое при-
менение [15].

Полученные в ходе представленного исследо-
вания результаты определения чувствительности 

Таблица 4. Результаты идентификации штаммов, входящих в состав пробиотика «Линекс»

Идентифицированные изоляты Шкала достоверности результатов идентификации* 
с использование MALDI BioTyper (пределы колебаний)

Enterococcus faecium 2,114–2,374

Lactobacillus gasseri 2,299–2,369

Bifidobacterium longum 2,255–2,462
Примечание: * – уровень достоверности идентификации выше 2,3  свидетельствует о точной видовой идентификации,  уровень 
достоверности от 2,0 до 2,3 – о точной идентификации до рода.
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Проведенные исследования по изучению чув-
ствительности пробиотиков, предназначенных для 
использования у животных и человека, внесли 
существенный вклад в разработку критериев оцен-
ки безопасности продуктов, содержащих живые 
микроорганизмы. Однако ряд вопросов до настоя-
щего времени все еще остается нерешенным, среди 
них: спектр изучаемых антибиотиков, необходимое 
для тестирования количество штаммов, методы 
оценки in vivo риска передачи детерминант рези-
стентности от пробиотических штаммов микроор-
ганизмам, находящимся в ЖКТ.

Принимая во внимание тот факт, что клиниче-
ская эффективность не всегда может быть предска-
зана только на основании данных определения чув-
ствительности in vitro, исследования по изучению 
закономерностей между результатами эксперимен-
тов in vitro и чувствительностью in vivo должны 
быть продолжены [15].

пическими методами была выявлена устойчивость 
высокого уровня к стрептомицину, однако попытки 
обнаружить гены, обуславливающие данный вид 
резистентности, методом ПЦР также не увенчались 
успехом [25].

При выполнении проекта ACE-ART в боль-
шинстве случаев erm- и tet- гены были обнаружены 
у штаммов с высокими значениями МПК соот-
ветствующих антибиотиков. Однако соответствие 
фенотипа и генотипа также встречалось не во всех 
случаях. Так, у 22 чувствительных к тетрациклину 
и эритромицину изолятов были выявлены tet- и 
erm-гены. В то же время у 15 фенотипически рези-
стентных штаммов не было найдено детерминант 
резистентности, связанных с трансмиссивными 
генетическими элементами [29].

Таким образом, опубликованные на сегодняш-
ний день данные свидетельствуют о крайне низкой 
вероятности передачи детерминант устойчивости 
от штаммов-пробиотиков другим видам бактерий, 
обитающих в кишечнике человека ввиду хромосом-
ного их расположения [15].
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