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АНТАГОНІСТИЧНА АКТИВНІСТЬ ПРОБІОТИЧНИХ 
ШТАМІВ ЛАКТОБАЦИЛ ЗА СУМІСНОГО 

КУЛЬТИВУВАННЯ

Мета. Дослідити антагоністичні властивості поліштамових композицій 
і консорціумів, створених на основі пробіотичних штамів бактерій роду 
Lactobacillus. Методи. Біосумісність досліджували при сумісному культи-
вуванні штамів лактобацил на щільному живильному середовищі MRS. Для 
створення композицій використовували окремо вирощені добові бульйонні 
культури у певних співвідношеннях, для створення консорціумів – штами лак-
тобацил у відповідних співвідношеннях культивували разом у MRS бульйоні 
протягом доби. Антагоністичну активність створених комбінацій щодо 10 
тест-культур визначали лунково-дифузійним методом. Результати. За ре-
зультатами дослідження біосумісності були відібрані штами Lactobacillus 
spp. 175, М2 і М3, на основі яких створено 7 композицій та 7 консорціумів 
з певними співвідношеннями бульйонних культур цих штамів. Лактобацили 
у складі композицій дещо краще проявляють антимікробні властивості, у 
порівнянні з консорціумами. Найкращу антагоністичну активність щодо 
усіх тест-штамів мікроорганізмів проявила композиція Lactobacillus sp. 
М2 + Lactobacillus sp. М3 + Lactobacillus sp. 175 у співвідношенні 1 : 2 : 2. 
Висновки. Створені на основі пробіотичних штамів Lactobacillus spp. 175, 
М2 і М3 композиції і консорціуми є  активними антагоністами про- та еу-
каріотичних тест-культур мікроорганізмів. Прояв активності залежить 
від способу поєднання штамів у комбінації, найкращий ефект досягається 
при вирощуванні кожного штаму окремо з подальшим змішуванням бульйон-
них культур. Найбільш антагоністично активною є композиція, створена 
на основі бульйонних культур Lactobacillus sp. М2 + Lactobacillus sp. М3 + 
Lactobacillus sp. 175 у співвідношенні 1 : 2 : 2.

Ключові  слова:  антагоністична активність, лактобацили, біосуміс-
ність, композиції, консорціуми
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Створення лікувально-профілактичних препаратів на основі пробіотич-
них штамів мікроорганізмів є одним із актуальних завдань сучасної біотех-
нології. Більшість препаратів-пробіотиків створені на основі біфідобактерій і 
лактобацил, оскільки ці бактерії є складовими нормальної мікробіоти травно-
го тракту і відіграють ключову фізіологічну роль у функціонуванні мікроеко-
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логічної системи здорових людей. Із урахуванням накопичених даних [7, 12, 
14, 17] доцільним і перспективним вважається конструювання комплексних 
препаратів із декількох штамів різних видів пробіотичних мікроорганізмів. 
Це дозволяє розширити їх специфічну активність, сприяє збереженню ста-
більності функціональних властивостей і тривалому виживанню в мінливих 
умовах навколишнього середовища. Вимоги до мікроорганізмів, які вико-
ристовуються для створення як полікомпонентних, так і монокомпонентних 
пробіотиків, однакові. Перш за все, вони повинні бути безпечними і, що до-
сить важливо, проявляти антагоністичну активність щодо умовно-патогенних 
і патогенних бактерій. 

Метою даної роботи було дослідити антагоністичні властивості по-
ліштамових композицій і консорціумів, створених на основі пробіотичних 
штамів бактерій роду Lactobacillus.

Матеріали і методи
У роботі використано 5 штамів лактобацил (Lactobacillus spp. О1, Б4, 

175, М2 та М3), які за результатами попередніх досліджень [1, 2, 9, 16] є най-
більш перспективними для створення поліштамових пробіотичних препа-
ратів. Штами були виділені із різних природних джерел Одеського регіону: 
Lactobacillus spp. О1 і Б4 – із самоквасних овочів, Lactobacillus spp. М2 і М3 
– із м’ясної сировини, Lactobacillus sp. 175 – із травного тракту дітей.  

Біосумісність лактобацил досліджували методом сумісного культиву-
вання штамів на щільному живильному середовищі MRS (MRS agar, Merck 
KGaA, Німеччина). Для цього добову культуру, що виросла у рідкому живиль-
ному середовищі MRS (MRS broth, Merck KGaA, Німеччина), стандартизува-
ли до концентрації 106 КУО/см3 і краплю діаметром приблизно 3 мм наносили 
на поверхню MRS агару. Після підсихання краплі, відступивши 1–2 мм від її 
краю, наносили таку ж краплю іншої досліджуваної культури, яка, розтіка-
ючись, приблизно наполовину покривала першу краплю. Після підсихання 
другої краплі чашки з посівами інкубували при 37 °С. У цій нашарованій зоні 
культури розвиваються у взаємній присутності (сумісне культивування), кон-
куруючи одна з одною. Кожен дослід проводили в двох повторах для виклю-
чення впливу послідовності нанесення крапель культур на характер росту в 
зоні сумісного культивування. Контролем були краплі однієї і тієї ж культури, 
нашаровані одна на одну як описано вище.

Облік результатів проводили візуально через 24 год від початку інкуба-
ції. У разі затримки росту однієї з досліджуваних культур взаємини між ними 
розглядалися як антагоністичні, а самі культури відносили до категорії «біо-
несумісних» (рис. 1.a, 1.b). При цьому, якщо одна з культур в зоні сумісного 
культивування «виходила наверх», пригнічуючи ріст іншої культури, неза-
лежно від послідовності їх нанесення, такий варіант розцінювали як слабкий 
антагонізм (рис. 1.a). Наявність явної зони затримки росту однієї з культур по 
периферії плями іншої досліджуваної культури розцінювали як ознаку «силь-
ного антагонізму» (рис. 1.b). Культури вважали біосумісними в разі виявлен-
ня повного «злиття» плям або посилення росту досліджуваних штамів в зоні 
сумісного культивування (рис. 1.с). 
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a b c

Рис. 1. Приклади сумісного культивування лактобацил
Примітка: a – штам А проявляє слабкий антагонізм щодо штаму Б; b – штам А проявляє 

сильний антагонізм щодо штаму Б; c – наявність або підсилення росту штамів 
у зоні спільного культивування

Fig. 1. Examples of lactobacilli co-cultivation
Note: a – strain A shows a weak antagonism against strain B; b – strain A shows a strong 

antagonism against strain B; c – the presence or enhancement of strains growth in the area 
of co-cultivation

Для створення композицій кожен штам лактобацил інкубували окремо у 
рідкому середовищі MRS при 37 °С, потім добові культури стандартизували 
до концентрацій 106 КУО/см3 і змішували у стерильних пробірках у певних 
співвідношеннях. Отримані суспензії одразу використовували у дослідженні 
антагоністичної активності.

Для створення консорціумів добові культури лактобацил змішували у 
відповідних співвідношеннях, вирощували у середовищі MRS бульйоні про-
тягом 24 год при 37 °С, стандартизували до концентрацій 106 КУО/см3 і також 
використовували для визначення антагонізму. 

Антагоністичну активність створених варіантів (комбінацій) визнача-
ли щодо 10 тест-культур: Escherichia coli ОНУ 90, Proteus vulgaris ОНУ 92, 
Klebsiella pneumoniae ОНУ 463, Salmonella enteritidis ОНУ 466, Pseudomonas 
aeruginosa ОНУ 211, Bacillus subtilis ОНУ 24, Staphylococcus aureus ОНУ 223, 
Staphylococcus saprophyticus ОНУ 537, Candida albicans ОНУ 415 і Candida 
utilis ОНУ 413. Штами індикаторних мікроорганізмів попередньо культиву-
вали у живильному бульйоні протягом 24 год при 37 °С (бактерії) і у рідкому 
середовищі Сабуро при 30 °С (дріжджоподібні гриби). Дослідження проводи-
ли за стандартною методикою лунково-дифузійним методом у товщі відповід-
ного живильного середовища [3].

Облік результатів здійснювали через 24 год після інкубації при опти-
мальних для кожної групи мікроорганізмів температурах, вимірюючи діаме-
три зон відсутності росту індикаторних штамів навколо лунок з відповідними 
комбінаціями штамів лактобацил.

Дослідження щодо визначення антагоністичної активності проведено у 
трьох повторах. 

Порівняльний аналіз результатів досліджень проводили, використо-
вуючи t-критерій Ст’юдента. Достовірною вважалася різниця за показника 
p ≤ 0,05 [4]. Статистичне опрацювання результатів здійснювали за допомогою 
програми Microsoft Office Exel-2016.
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Результати дослідження та їх обговорення
Успішний пошук серед молочнокислих бактерій штамів з антагоністич-

ними властивостями і створення на їх основі вдалих комбінацій є передумо-
вою розробки біотехнологій пробіотичних препаратів, які позитивно вплива-
ють на організм людини.

Скринінг лактобацил, ізольованих із різних екологічних джерел в Одесь-
кому регіоні, за антагоністичними властивостями, активністю кислотоутво-
рення, стійкістю до pH, NaCl, жовчі, трипсину, пепсину та фенолу дозволив 
відібрати 5 штамів (Lactobacillus spp. О1, Б4, 175, М2 і М3) [1, 2, 9, 16] для 
створення поліштамових композицій і консорціумів.

На жаль, багато пробіотиків полікомпонентного складу являють собою 
механічну суміш штамів і не мають задекларованої ефективності. Однією з 
основних характеристик штамів, які пропонуються використовувати для кон-
струювання бактеріальних препаратів, є біосумісність. Тобто штами не по-
винні пригнічувати один одного, оскільки в протилежному випадку всі корис-
ні властивості одного зі штамів нівелюються або значно зменшуються. 

При дослідженні біосумісності визначали тип взаємодій між пробіотич-
ними штамами лактобацилами, оснований на аналізі характеру росту культур 
у зоні нашарування тобто у зоні сумісного культивування.

Результати дослідження біосумісності штамів молочнокислих бактерій, 
наведено у табл. 1. 

Таблиця 1
Міжштамові взаємодії лактобацил при сумісному культивуванні

Table 1
Interstrain interactions of lactobacilli in co-cultivation

Штам А
Штам Б

Lactobacillus sp. 
О1

Lactobacillus sp. 
Б4

Lactobacillus sp. 
М2

Lactobacillus sp. 
М3

Lactobacillus sp. 
175

Lactobacillus sp. 
О1 3 3 2 3

Lactobacillus sp. 
Б4 3 1 3 3

Lactobacillus sp. 
М2 3 3 3 3

Lactobacillus sp. 
М3 3 3 3

3
Підсилення 

росту
Lactobacillus sp. 

175 3 3 3 3

Примітка: 1 – Lactobacillus sp. Б4  – слабкий антагоніст Lactobacillus sp. М2; 2 – 
Lactobacillus sp. О1  – сильний антагоніст Lactobacillus sp. М3; 3 – наявність росту штамів 
у зоні спільного культивування.

Note: 1 – Lactobacillus sp. В4 is a weak antagonist of Lactobacillus sp. M2; 2 – Lacto-
bacillus sp. O1 is a strong antagonist of Lactobacillus sp. M3; 3 – the presence of strains growth  
in the area of со-cultivation.
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Відсутність зон затримки росту досліджених штамів лактобацил за їх 
спільного культивування на щільному середовищі MRS вказує на їх біосуміс-
ність. Згідно отриманих даних, не доцільно поєднувати в комбінаціях шта-
ми Lactobacillus sp. О1 і Lactobacillus sp. М3 (Lactobacillus sp. О1 виявився 
сильним антагоністом до штаму Lactobacillus sp. М3) і штам Lactobacillus sp. 
Б4 зі штамом Lactobacillus sp. М2, оскільки в цій парі антагоністом є Lac-
tobacillus  sp. Б4. В усіх інших варіантах досліду штами були біосумісни-
ми. Варто зазначити, що штам Lactobacillus sp. М3 підсилював ріст штаму 
Lactobacillus  sp. 175, що є додатковою позитивною ознакою їх відбору для 
подальших досліджень. 

В аналогічних дослідженнях інших авторів показано як механізми, що 
засновані на харчових взаємодіях, можуть бути використані для створення 
ефективних комбінацій молочнокислих бактерій [6, 10] і доведено можли-
вість спільного культивування окремих штамів молочнокислих бактерій у 
вдало підібраних парах, а також отримання багатокомпонентних пробіотич-
них препаратів [15].

Відповідно до отриманих результатів, а також з урахуванням критеріїв, 
які висуваються до пробіотичних культур, для створення комбінацій було ві-
дібрано три найбільш перспективні штами – Lactobacillus spp. 175, М2 та М3.

Усього було створено 7 композицій та 7 консорціумів з різними співвід-
ношеннями об’ємів бульйонних культур використаних штамів (табл. 2).

Наприклад, для створення варіанту A композиційного складу було 
використано добові бульйонні культури штамів Lactobacillus sp. М2, 
Lactobacillus sp. М3 і Lactobacillus sp. 175 у співвідношенні 1 : 1 : 1; варіанту 
B співвідношення культуральних рідин вказаних штамів – 2 : 1 : 1. 

Таблиця 2
Варіанти комбінацій на основі досліджених штамів лактобацил

Table 2
Combination’s variants of s based on the studied strains of lactobacilli

Варіант
Співвідношення бульйонних культур штамів 

Lactobacillus sp. М2 + Lactobacillus sp. М3 + 
Lactobacillus sp. 175 

КОМПОЗИЦІЇ

A 1 : 1 : 1 
B 2 : 1 : 1 
C 1 : 2 : 1 
D 1 : 1 : 2 
E 2 : 2 : 1 
F 1 : 2 : 2 
G 2 : 1 : 2 

КОНСОРЦІУМИ

H 1 : 1 : 1 
I 2 : 1 : 1 
J 1 : 2 : 1 
K 1 : 1 : 2 
L 2 : 2 : 1 
M 1 : 2 : 2 
N 2 : 1 : 2 

АНТАГОНІСТИЧНА АКТИВНІСТЬ ПРОБІОТИЧНИХ ШТАМІВ ЛАКТОБАЦИЛ ...
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У свою чергу, при створенні консорціумів (варіанти H – N) попередньо 
змішували добові бульйонні культури відповідних штамів у певних співвід-
ношеннях (табл. 2), а потім вирощували за оптимальних умов.

Останнім часом з’являється все більше публікацій [6–8, 11], що свідчать 
про потенційні переваги застосування поліштамових (мультиштамових) про-
біотичних препаратів порівняно з моноштамовими.

Вважається, що поліштамові пробіотики краще пригнічують патоген-
ні мікроорганізми [7], досить часто спостерігається ефект синергізму, коли 
бактерії доповнюють дію одна одної [13] і проявляють більш різноманітні 
функціональні можливості [11]. Однак при створенні поліштамових комбі-
націй для досягнення максимального ефекту потрібно враховувати не тіль-
ки біосумісність пробіотичних штамів, а й інші параметри, а саме, на якому 
етапі і яким чином поєднувати штами у комбінації, оскільки це може суттєво 
впливати на прояв пробіотичних властивостей, зокрема антагоністичної ак-
тивності.

Тому наступним етапом роботи було дослідити антагоністичні власти-
вості створених варіантів щодо тест-штамів мікроорганізмів, які зберігаються 
у Колекції культур мікроорганізмів ОНУ імені І.І. Мечникова. Необхідно під-
креслити, що у варіанті досліду з композиціями кожен штам лактобацил ін-
кубували окремо, в подальшому змішуючи добові суспензії. У цьому випадку 
кожен штам мав змогу повною мірою синтезувати пригнічувальні речовини 
за умов традиційного культивування (у MRS-бульйоні, при 37 °С, 24 год). У 
випадку з консорціумами штами одразу інкубували разом. Це давало можли-
вість оцінити залежність прояву антагоністичної активності від способу поєд-
нання лактобацил у комбінації.

Результати визначення антагонізму створених комбінацій лактобацил 
наведено у табл. 3.

Усі створені на основі штамів Lactobacillus spp. 175, М2 та М3 компо-
зиції та консорціуми суттєво пригнічували ріст усіх тест-штамів. Зауважимо, 
що згідно результатів наших попередніх досліджень, антагоністична актив-
ність як композицій, так і консорціумів загалом була вищою у порівнянні з 
моноштамовими суспензіями вказаних штамів [9]. У переважній більшості 
випадків зони відсутності росту індикаторів перевищували 20,0 мм. 

Найчутливішим до продуктів метаболізму лактобацил у складі ство-
рених комбінацій виявився штам S. saprophyticus ОНУ 537, розміри зон від-
сутності росту якого досить часто перевищували 30,0 мм. Найстійкішим – 
K. pneumoniae ОНУ 463, при цьому штами лактобацил у складі композицій 
краще пригнічували ріст цього індикатора, ніж ці самі штами у складі консор-
ціумів. Загалом варто відзначити, що варіанти композиційного складу незнач-
ною мірою краще пригнічували ріст індикаторних мікроорганізмів, порівня-
но з консорціумами (коли штами лактобацил культивували разом). Можливо, 
деякі пригнічувальні речовини при сумісному культивуванні штамів інакти-
вують одні інших.
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У результатах багатьох дослідників також повідомляється про кращий 
антагоністичний ефект мультиштамових пробіотиків. Так, зокрема у роботі 
Fijan S. et al. (2018) показано, що пробіотичні препарати на основі штамів 
лактобацил і біфідобактерій (Lactobacillus reuteri DSM 17938 і Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis BB-12) є кращими антагоністами ентеропатогенних киш-
кових паличок, ніж моноштамові пробіотики на основі цих самих штамів, при 
чому прояв властивостей залежить від способу поєднання штамів у препара-
ти [8]. У дослідженнях Ambalam Р. et al. (2015) оцінено антимікробну актив-
ність штамів Lactobacillus paracasei F8 і Lactobacillus plantarum F44 в моно- 
та ко-культурах з Bifidobacterium breve 46 і Bifidobacterium animalissub  sp. 
lactis щодо клінічних штамів Clostridium difficile і гіпервірулентного штаму 
Clostridium difficile NAPI/027. Досліджені штами виявилися сумісними одні 
з іншими, продемонстрували інтенсивний ріст в ко-культурі і значно пригні-
чували ріст як клінічних штамів C. difficile, так і супервірулентного завдяки 
продукції органічних кислот і термостабільних протеазочутливих протимі-
кробних пептидів [5].

Досить детально описані типи взаємодій ко-культур чи консорціумів 
[10] і молекулярні механізми, за допомогою яких багатоштамові пробіотики 
проявляють свою дію, включають міжклітинні комунікації, взаємодію з тка-
нинами господаря та модуляцію імунної системи [12].

У проведених дослідженнях найкращу антагоністичну активність проя-
вила композиція Lactobacillus sp. М2 + Lactobacillus sp. М3 + Lactobacillus sp. 
175, що містила бульйонні культури у співвідношенні 1 : 2 : 2 (варіант F). 
Зони відсутності росту тест-штамів за сумісної дії метаболітів лактобацил 
варіювали від 21,33±0,65 мм (встановлено для штаму C. albicans ОНУ 415) 
до 33,33±0,65 мм (визначено для штаму S.  saprophiticus ОНУ 537) (рис. 2). 
Також ця композиція суттєво пригнічувала ріст й інших тест-штамів, зо-
крема S.  aureus ОНУ 223, P.  aeruginosa ОНУ 211, S.  enteritidis ОНУ 466 і 
K. pneumoniae ОНУ 463.

Консорціум такого ж складу (варіант M), так само як і моноштамові 
бульйонні культури, проявили меншу антагоністичну активність, порівняно з 
композицією у більшості випадків (рис. 2). 

Як видно із наведених на рис. 2 даних, за дії антагоністично активних 
продуктів метаболізму лактобацил у складі композиції F зони відсутності 
росту майже усіх тест-штамів збільшилися.

Таким чином, на підставі дослідження антагоністичної активності та  
вивчення біосумісності було відібрано 3 пробіотичних штами молочнокислих 
бактерій: Lactobacillus sp. 175, Lactobacillus sp. М2 і Lactobacillus sp. М3, і 
створено 14 варіантів комбінацій. Аналіз антагоністичної активності створе-
них композицій і консорціумів показав, що усі вони суттєво пригнічують ріст 
тест-штамів мікроорганізмів. Однак прояв активності залежить від способу 
створення комбінації, найкращий ефект досягається при вирощуванні кожно-
го штаму окремо з подальшим поєднанням бульйонних культур.

Для подальших досліджень щодо удосконалення комплексних пре-
паратів із декількох штамів різних видів пробіотичних мікроорганізмів 
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було обрано композицію бульйонних культур штамів Lactobacillus sp. М2 + 
Lactobacillus sp. М3 + Lactobacillus sp. 175 у співвідношенні 1 : 2 : 2.

І.V. Strashnova, G.V. Yamborko, N.Yu. Vasylieva
Odesa National I.I. Mechnykov University, 

2, Dvorianska str., Odesa, 65082, Ukraine, e-mail: fabiyanska@ukr.net

ANTAGONISTIC ACTIVITY OF LACTOBACILLI 
PROBIOTIC STRAINS IN CO-CULTIVATION

Summary
Aim. To investigate the antagonistic properties of multistrain compositions and 
consortia created on the basis of probiotic strains of bacteria of the genus Lacto-
bacillus. Methods. A biocompatibility was investigated by co-cultivation of lacto-
bacilli strains on MRS-agar medium. To create the compositions used separately 
grown daily broth cultures in certain proportions, to create consortia - strains of 
lactobacilli in the appropriate proportions were cultivated together in MRS broth 
during 24 h. The antagonistic activity of the created combinations against 10 test 
cultures was determined by the well-diffusion method. Results. According to the 
results of biocompatibility studies, strains of Lactobacillus spp. 175, M2 and M3 
were selected. These strains were basis for creation 7 compositions and 7 consor-
tia with certain ratios of broth cultures of these strains. Lactobacilli in the compo-
sitions show slightly better antimicrobial properties compared to consortia. The 
composition of Lactobacillus sp. M2 + Lactobacillus sp. M3 + Lactobacillus  sp. 
175 in a ratio of 1: 2: 2 showed the best antagonistic activity against all test 
strains of microorganisms. Conclusions. Created on the basis of probiotic strains 
of Lactobacillus spp. 175, M2 and M3 compositions and consortia are strong an-
tagonists of different test cultures. Manifestation of activity depends on the method 
of combining strains in combination, the best effect is achieved by growing each 
strain separately with subsequent mixing of broth cultures. The most antagonis-
tically active is a composition based on broth cultures of Lactobacillus sp. M2 + 
Lactobacillus sp. M3 + Lactobacillus sp. 175 in a ratio of 1: 2: 2.

Key words:  antagonistic activity, lactobacilli, biocompatibility, compositions, 
consortia
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