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В данной работе представлено исследование по изучению субстратных и пребиотических свойств природных 
нанополисахаридов для ряда видов лактобактерий, выделенных из вагинального биотопа женщин, с оценкой 
их видовых комбинаций. Большинство типируемых видов лактобактерий предпочитают расти на средах 
с полисахаридами, в основном в питательном бульоне с добавлением галактоманнана и каррагинана. 
Использование галактоманнана способствует увеличению показателя частоты выявляемости, по 
сравнению с выделением с первичного материала, приблизительно в 2 раза. 
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The article presents the research of substrate and prebiotic properties of natural nanopolysaccharides for several species 
of lactobacilli isolated from vaginal biotope of women, with assessment of their species combinations. Most of typeable 
lactobacilli species prefer to grow on media containing polysaccharides, mainly in nutrient broth supplemented with 
galactomannan and carageenan. Using galactomannan increases the frequency of detection, as compared with the 
isolation from the starting material, twice.
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Современные технологии в области создания 
продуктов функционального питания в своей основе 
используют разработки в смежных областях науч-
ных дисциплин. Так, для создания пробиотических 
продуктов используются результаты исследований 
в молекулярной микробиологии, медицине, нутри-
геномике, экологии продуктов питания. Здесь ос-
новой пробиотического продукта являются живые 
микроорганизмы индигенной микрофлоры человека. 
Та же самая междисциплинарная структура исследо-
ваний характерна для разработки пребиотических 
продуктов, хотя здесь больший акцент делается на 
исследования в области создания ингредиентов на 
основе химических и биологических особенностей 
их структур, позволяющих им быть устойчивым к 
расщепляющим ферментам и стимулировать рост 
и жизнедеятельность полезной микрофлоры. Более 
сложным функциональным продуктом являются 
синбиотики. Синбиотик – это функциональный 
пищевой компонент растительного, животного 
или микробиологического происхождения, пред-
ставляющий собой комбинацию пробиотиков и пре-
биотиков, оказывающих синергический эффект на 
физиологические функции и метаболизм человека в 

целом [4]. За счет такого взаимодействия не только 
наиболее эффективно имплантируются вводимые 
микроорганизмы – пробиотики в кишечные и ваги-
нальные биотопы хозяина, – но и стимулируется его 
собственная микрофлора. В результате этого норма-
лизуются обменные процессы в организме человека 
[2]. Микрофлоры биотопов организма человека 
формируют местный и системный иммунитет, 
участвуют в процессах жирового и пигментного 
обмена, а также в выработке пищеварительных 
ферментов, эндогенном синтезе витаминов и 
субстанций, оказывающих бактерицидное действие 
на болезнетворные микроорганизмы [5, 8].

Наиболее эффективными пребиотиками 
являются олиго и полисахариды, содержащие 
βгликозидные связи, которые легко гидролизуются в 
биотопах ферментами микрофлоры с освобождением 
моносахаров и их последующей биоутилизацией этой 
микрофлорой [6, 7].

Исходя из этого, целью данной работы являлось 
проведение экспериментальных исследований по 
изучению субстратных и пребиотических свойств 
природных нанополисахаридов (арабиногалакта-
на, галактоманнана, каррагинана) для ряда видов 
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лактобактерий, выделенных из вагинального био-
топа женщин, с оценкой их видовых комбинаций 
при культивировании на средах с разными типами 
используемых полисахаридов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании было использовано 16 бакте-
риальных образцов лактобацилл, полученных из 
вагинальных смывов от женщин репродуктивного 
возраста, проходивших обследование в Научном 
центре проблем здоровья семьи и репродукции 
человека. Бактериологическое исследование прово-
дилось в соответствии с общепринятыми методиками 
[1]. В работе в качестве включений в культуральные 
среды использовались природные полисахариды, 
приготовленные и полученные в Иркутском инсти-
туте химии им. А.Е. Фаворского: арабиногалактан в 
двух композитных формах – очищенный от приме-
сей и неочищенный, каррагинан и галактоманнан. 
Биомасса бактерий была выращена на шести видах 
жидких сред: мясопептонном бульоне (МПБ), МПБ 
с глюкозой, МПБ с очищенным арабиногалактаном, 
МПБ с неочищенным арабиногалактаном, МПБ с 
добавлением каррагинана и на МПБ с добавлением 
галактоманнана. Концентрация полисахаридов в 
культарульных средах составляла 0,4 %.

Для выделения ДНК бактерий из культуральной 
среды использовали комплект реагентов «ДНК
сорбВ» (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия). В 
качестве мишеней для генотипирования был выбран 
информационный ген 16S pРНК лактобацилл. Типи-
рование проводили с 5 парами праймеров, специфич-
ными для соответствующих видов лактобацилл [3]. 
Для ПЦРамплификации использовали коммерческий 
набор AmpliSens2001 (ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнад-
зора, Россия). Реакция амплификации для всех 5 пар 
праймеров была модифицирована, оптимизирована 

и проходила по следующей схеме: первичная дена-
турация ДНК – при 95 °C в течение 2 мин, далее 35 
циклов амплификации при условиях: 95 °C в течение 
1 мин, 56 °C в течение 1 мин, 72 °C в течение 1 мин и 
заключительная элонгация – 72 °C в течение 3 мин. 
Электрофорез ПЦРфрагментов ДНК лактобацилл 
проводили с использованием 1,0%го агарозного геля 
в 1кратном трисацетатном буфере. Размеры ампли-
фицированных фрагментов идентифицировали в 
соответствии с протоколом стандартных маркеров 
молекулярной массы ДНК («Fermentas», Литва).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ результатов генетического типирования 
видов лактобацилл свидетельствует о том, что ис-
пользуемые видоспецифичные праймеры достаточно 
четко разделяют соответствующие виды лактобацилл 
в общей массе микроорганизмов вагинального био-
топа (рис. 1), что свидетельствует как об их высокой 
видоспецифичности, так и о технической и инфор-
мационной достоверности полученных результатов.

В различных образцах изначально присутствовали 
разные виды лактобацилл. В дальнейшем, после про-
ведения ПЦРанализа, определялись те или иные виды 
лактобацилл в шести различных средах: голодном 
мясопептонном бульоне (МПБ), МПБ с очищенным ара-
биногалактаном, МПБ с неочищенным арабиногалак-
таном, МПБ с каррагенаном и МПБ с галактоманнаном.

Первичное определение видов лактобацилл в 
материале из соскобов вагинального биотопа по-
казало неполное наличие всех пяти видов, и степень 
разнообразия видовых сочетаний выявленных видов 
лактобацилл была большей. Ни в одном образце не 
был зафиксирован полный набор исследуемых видов. 
Максимальное количество видов (3 вида) было вы-
явлено только в 18,7 % случаев, причем сочетания 
видов различались. По наличию отдельных видов 
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Рис. 1. Образцы электрофореграмм результатов ПЦР-анализа с видовыми праймерами на 16Sr RNA: a – L. jensoni ~ 250 
нуклеотидных оснований (н. о.); d – L. plantarum ~ 550 н. о.; с – L. crispatus ~ 154 н. о.; М – маркер длины ДНК фраг-
ментов; К – отрицательный контроль.
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доминировал L. crispatus (81,2 %), далее – L. plantarum 
(31,2 %) и L. gasseri (25 %). Другие виды фиксирова-
лись в единичных случаях.

Количественный анализ видов лактобацилл, вы-
ращенных на разных вариантах питательных сред, 
показал, что наиболее предпочтительным для лакто-
бацилл в качестве субстрата является галактоманнан.
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Рис. 2. Среднее количество видов лактобацилл, выращенных 
на различных вариантах питательных сред: 1 – первич-
ный материал; 2 – МПБ (голодная среда); 3 – МПБ с 
глюкозой; 4 – МПБ с очищенным арабионогалактаном; 
5 – МПБ с неочищенным арабиногалактаном; 6 – МПБ 
с каррагинаном; 7 – МПБ с галактаманнаном.

Среднее количество видов лактобацилл, куль-
тивируемых на питательной среде с добавлением 
галактоманнана, составляет 2,81 (рис. 2), в то время 
как на голодной среде (без сахаров) оно оказалось 
минимальным и составило 1,58. На питательных бу-
льонах с добавлением очищенного и неочищенного 
арабиногалактана среднее количество видов соста-
вило 1,89 и 1,98 соответственно, тогда как среднее 
количество видов лактобацилл, выращенных на пи-
тательном бульоне с каррагинаном, оказалось ниже, 
чем на других полисахаридах, и ниже, чем количество 
видов, выделенных с первичного материала (1,66 и 
1,68 соответственно).

Рассматривая видовую структуру лактобацилл 
(рис. 3) в отдельных образцах, можно заметить, что вид 
(виды), выявленный в первичном материале, не всегда 
выделялся на разных средах. В ряде случаев виды лак-
тобацилл, не обнаруженные в первичном материале 
определялись в нескольких средах с полисахаридами 
и даже в голодной среде. Примечательно, что вид 
L. plantarum, обнаруженный в первичном материале 
только в 31 % случаев, на других вариантах сред стал 
определяться значительно чаще. Так, например, на 
питательном бульоне с добавлением галактоманнана 
частота встречаемости L. plantarum возросла в 2 (62 %) 
раза, по сравнению с первичным материалом. Вид 
L. crispatus, имея преимущественный рост в первичном 
материале, по сравнению с другими видами, по частоте 
выявляемости также варьировал на других вариан-
тах сред. Частота выделения L. crispatus в первичном 
материале составила 81 % случаев, тогда как после 
культивирования на голодном бульоне (МПБ) этот по-
казатель снизился до 37 %. Наиболее часто L. crispatus 
выявлялся после культивирования на бульоне с до-
бавлением очищенного арабиногалактана и галакто-
маннана (94 % и 87 % соответственно). При сравнении 
показателей частоты встречаемости L. gasseri, L. iners и 
L. jensonii наблюдалась схожая картина. Использование 
галактоманнана способствует увеличению показателя 
частоты выявляемости, по сравнению с выделением с 
первичного материала, приблизительно в 2 раза, что 
свидетельствует о способности данного полисахарида 
стимулировать рост лактобацилл и о возможности его 
использования в составе синбиотических продуктов.

ВЫВОДЫ

Структура вагинальных микробиоценозов, 
типируемых по пяти видам лактобактерий, имеет 
индивидуальные различия по количественным и 
качественным параметрам их сочетаний.

В микробиологическом аспекте большинство 
типируемых видов лактобактерий предпочитают 
расти на средах с полисахаридами, в основном в МПБ 
с галактоманнаном и каррагинаном.
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Рис. 3. Видовая структура лактобацилл, выделенных с различных вариантов питательных сред.
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В исследуемой выборке представлены все 5 опре-
деляемых видов лактобацилл. В качестве доминирую-
щих видов определены L. сrispatus и L. рlantarum как в 
первичном материале, так и на всех вариантах пита-
тельных сред, причём более чем в половине образцов 
(56 %) лактобациллы были представлены только 
одним видом, и только в 25 % образцов лактобациллы 
были обнаружены в виде трехвидовых ассоциаций.

Лактобактерии, не зафиксированные в первич-
ном посеве, выявлялись в дальнейшем на других 
средах с полисахаридами (арабиногалактаном, карра-
гинаном, галактоманнаном) в той или иной степени 
количественного и качественного разнообразия.

Впервые выявлено, что используемые полисахари-
ды (в основном галактоманнан с нанокомпозитными 
включениями) являются усилителями ростовых 
свойств для разных видов лактобацилл, что имеет важ-
ное значение для его использования в качестве пре-
биотика, а также в составе синбиотических продуктов.
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